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Introducci6n
Uno de les instrumentes mds utiles para el conocimiento del pre 
ceso de sîntesis de proteinas junte cen la aplicacidn de mutantes p^ 
ra distintas funcienes y el desarrelle de sistemas in vitre ra^ s cen— 
trelables es la aplicacidn de inhibidores especificos de les distin— 
tes pasos. La capacidad analitica de estes inhibidores aumenta cen — 
el cenecimiente del mécanisme de su mode de accidn y en el case de - 
que estes antibidticos posean la cualidad de pederse emplear en cli- 
nica, el interds de este cenecimiente se extiende al esclarecimiente 
de su especifidad de accidn, naturaleza de las resistencias, antago­
nisme cen otres antibidticos, acciones secundarias, causa de distin­
ta actividad de andloges, entre etros puntes de aplicacidn. En ulti­
me tdrmine, el cenecimiente del sustrate e parte del misrao cen el - 
que compite e de la naturaleza del sitio de la mh-eremeldcula ouya — 
funcidn blequea, permitird el planificar la medificaoidn de su meld- 
cula en orden a una mayor eficacia.
En este trabaje estudiaremos varies antibidticos de les distin— 
tes grupes que inhiben biosfntesis de proteinas en el ribesoma, Cemen 
zaremes por hacer una breve descripcidn de les hechos actualmente co^ 
nocides en bacterias sobre la traduccidn del mensaje gendtice en pro_ 
teinas de secuencia determinada per la del mRHA mensajere (raP.NA) —
transcrite del DM. (revisienes de Lengyel y Sô’ll, 19 9^ ; Lipmann, - 
1969 ; Chapeville y Haenni 1969; Nomura 1970). Es sabide que les ami- 
nedcides para su incerporacidn en las pretefnas han de activarse - 
energdticamente y unirse a un RNA de transferencia (tRNA) especifice 
que les cenferird selectividad respecte a su ordenacidn frente al — 
mRNA. (Natsen, I964). Estas reaccienes se catalizan per enzimas, am^ 
neacil sintetasas, a partir de tRNA, aminodcide y ATP, que muestran 
alta especifidad tante para el tRNA como para el aminodcide en alto 
grade.
El mécanisme y requerimientes de estas reaccienes ne estan del 
tede esclarecides,. El precese de incerporacidn de les aminedcides — 
desde el tRNA a la cadena peptidica se sabe requiers ademds de les - 
amineaoil tRNA, del mRNA y ribosomas el aperte de GTP y de una serie 
de factores preteices que activan determinadas funcienes del misme* 
(Leugyel I969). Generalmente esta parte del precese se divide en las 
très deneminadas iniciacidn, alargamiente y terminacidn.
La iniciacidn comprends la unidn al ribesoma del primer amine^— 
eide hasta que se sitda en la pesicidn correcta para reaccienar cen 
el siguiente amineacil tRNA. Se sabe que en bacterias el amino^cide 
que comienza la proteîna es metienina formilada en su NH^ para le cual 
el amino^cide es necesarie se halle unido a un tRNA de les dos que - 
se cenecen para el misme cuya estructura se le permita (Met-tRNA^).
Es sabido también que para que baya iniciacidn con mRNA naturales se 
necesita que este tenga el triplete AUG de metionina, aunque no es — 
suficiente. Asf mismo intervienen que se conozcan très factores de — 
iniciacidn (P^  P^ P^ Nahba y col. 19 9^ )* Se ha demostrado que es ne— 
cesaria la separacidn del ribesoma 70S, en sus subunidades SOS y 30S 
para que tenga lu^ar la iniciacidn. (Nomura, Lewry y Guthrie I967). 
Previamente se ferma un compleje entre mRNA y 3OS (Guthrie y Nemura 
1968), cuya fermacidn es activada por el factor de iniciacidn P^ y - 
ne se sabe si F^ . (Sabel, Sillere, Imasaki y Ochea 1970; Revel y col.
1970). A este cemplejo se une f-metienil-tRNA^ mediante la activacidn 
del factor P^ y GTP. (Herzberg, belong y Revel I969). Asf constituf- 
de el cemplejo iniciador se une la subunidad 5OS, desprendiéndese — 
les factores P^ y P^ a la vez que hay hidrdlisis de GTP (Thach y Thach
1971).
El factor de iniciacidn P^ sdle se requiere para el reconecimieri
te de zonas iniciadoras en mensajeros naturales, ne en mRNA sintéti—
ces; para que se preduzca iniciacidn en estes mRNA naturales ademés
de la presencia de coden AUG parece necesitarse una determinada es—
tructura secundaria en la zona del mRNA que le lleva, la cual tiene
selectividad hacia el factor P y la subunidad 3OS. (Revel y col. 1970
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Lodish I97O; Szer y Brenewitz I970).
El cemplejo (Pmet-tRNA-Ribesoma-mRNA) fija entences un nueve a-
minoacil tRNA (aa-tRNA) codificado por el siguiente triplete con la 
colaboracidn de dos factores d’e la fraccidn soluble, y T^ , y GTP 
que se hidrcliza. El mecanismo de esta fijacidn no estd totalmente - 
esclarecido, pero parece tener lurar a travds de un complejo Tj^ -GTP- 
aa—tRNA. Gomo resultado neto se fija aa-tRNA que reacciona con Fmet— 
tRNA en reaccidn catalizada por el enzima peptidiltransferasa del ri 
bosoma, transfiridndose Fmet del tRNA al grupo NH^ de aa-tRNA dando 
Fmet-aa—tRNA a la vez cue se desprende GDP-T^. El factor T^ tiene la 
capacidad de regenerar la formacidn del complejo T -GTP-aa-tRNA de -
u*
GDP-T^, aa-tRNA y GTP, quizds por medio de T^-T^, aislado in vitro - 
Met—tRNAp no se ha encontrado capaz de formar el complejo T^—GTP—Met 
tRNAp. Para otros autores podria haber ademds otras fijaciones simu_l 
tdneas de aa-tRNA (Swan y col. 1969) sin embargo es generalmente aceio 
tado que existen dos si ties para fijacidn de peptidi1-tRNA y aa-tRNA 
(Leder, Sko^ -erson y Rouf a I969).
El paso de formacidn de enlace peptidico y las tdcnicas para su 
estudio las comentaremos con algo mds de extensidn por ser parte del 
objeto de este trabajo.
Una vez transfertdo, Fmet de Pmet-tRNA a aa-tRNA tiene lugar una 
serie de fendmenos englobados bajo el nombre de translocacidn que re 
quieren GTP que se hidrolizard, y el factor G de la fraccidn soluble 
que cataliza esa hidrdlisis e interacciona directamente con la subu-
nidad 50S; como resultado se tiene la expulsidn de tRNA que portaba 
Fmet, y el desplazamiento del mRNA un triplete de bases en la direc- 
cidn 5*- 3*respecte del ribesoma. Este nuevo cemplejo es capaz de - 
unir el aa—tRNA codificado por el triplete adyacente en la misma fo^ 
ma, y de esta forma por repeticidn periddica de estes pasos irfa cr^ 
ciendo la cadena peptidica.
Existen diverses teorias sobre la facultad de fijar aa—tRNA y — 
peptidil—tRNA de les sitios ribosdmices. Para algunos autores (Woese
1968) el ribesoma tendria dos sitios simdtricos capaces ambos segun 
su conformacidn de portar peptidi1-tRNA o aa-tRNA reconociendo a éste 
a su vez por la conformacidn de la zona que porta el anticodon. Ge— 
neralmente aceptado es el modelo general de traslocacidn (ïïatson — 
1964) que supone que existen dos sitios, donador y aceptor, asimdtri^  
ces capaces de fijar cada uno de elles peptidi1-tRNA y aa-tRNA espe- 
cîficamente. Con estas premisas despues de cada formacidn de enlace 
peptidico se produciria un desplazamiento del ribesoma respecte al — 
mRNA, de modo'que tRNA deacilado se expulsaria y peptidi1-tRNA que - 
pasarfa del sitio aceptor al donador, quedando libre aquel para rec^ 
bir a un nuevo aa-tRNA. Sobre el modo de como se produce este despl^ 
zamiento se sabe muy poco habiéndose formulado distintas teorias ba- 
sadas en su mayor parte en especulaciones taies son la de Bretsher —
(1968) o el de Spirin (1969).
La cadena peptidica mediante la repetici6n de estas etapas va asf in^  
corporando nuevos aminodcidos hasta que en su desplamiento con respe£ 
to al mRNA los ribosomas encuentran una sehal de terminacidn y se - 
produce la hidrdlisis del enlace dster entre el pdptido y tRNA, des­
prendi éndose ambos del ribosoma. (Lengyel 1969). En cuanto a la senal 
de terminacidn parece ser al menos necesaria la presencia en el mRNA 
de un triplete sin sentido, es decir que no codifique ningdn amino^- 
cido taies como UAA, UAG y UGA, aunque no se sabe si existen otros — 
requerimientos en la estructura de aquel (Nichols 1970).
Para la hidrdlisis de peptidil—tRNA se requiere la accidn de al_ 
gunas proteinas de la fraccidn soluble R^ para UAA y UAG y R^ para — 
UAA y UGA por los que presentan afinidad. Asf mismo se ha encontrado 
un factor denominado ^ que estimula la afinidad R^ y R^ por los tri­
plâtes correspond!entes (Caskey y col. I9&9 ; Cappechi y Klein 1970). 
El que en los sistemas in vitro empleados para terminacidn peptidil- 
tRNA se encuentrO en sitio donador, que sea inhibida por inhibidores 
de peptidiltransferasa, que exista correlacidn entre la desactivacidn 
y reactivacidn de ambas funcienes (Vogel, Zamir y Elson, I969), junto 
con que peptidiltransferasa pueda catalizar enlace dster (Fahnestock 
Neumann, Shashow y Rich 1970) indican que dsta hidrdlisis sea produ- 
cida por la misma*
En cuanto al desprendimiento de tRNA deacilado se ha indicado —
que séria activada por otro factor proteico distinto del G, que no r^ 
quiere GTP. (Kaji y col. I969). En la terminacidn el ribosoma se sé­
para del mRNA, aunque no se sabe si lo hacen como 70S que mds tarde 
se disociardn mediante un factor de disociàcidn que permanecerîa un^ 
do a 30s, parece ser que es el de iniciacidn (Subramanian, Davis 
y Beller, I9&9) (Subramanian y Davis I970) o bien que lo hicieran co^  
mo 50s y 30s séparados los cuales podrian asociarse para dar una ré­
serva de 70s. (Mangiarolti y Schlessin^ -er I966; Nomura I970).
Nosotros en este trabajo hemos relacionado la accidn de los an­
tibidticos estudiados con la formacidn de enlace peptidico, reaccidn 
que es catalizada por la subunidad 90S del ribosoma. (Monro, Staehelin 
Celraa y V^zquez I969). Para el estudio de elongacidn de cadena pepti^  
dica fue importante la simplificacidn introducida por los sistemas — 
que emplean en RNA sintdticos, (Niremberg y Mattahei I961) con los — 
cuales se descifrd la clave del mensaje gendtico. Sin embargo el estii 
dio de la formacidn de enlace peptidico separado del reste del proc^ 
80 no fue posible hasta que se aplicd al mismo el antibidtico puromd_ 
cina (PM), (Traut y Monro, I964). Este inhibidor de biosfntesis de — 
proteinas tanto de procaridtices como de eucaridticos es un andlogo 
del extreme 3*de aa-tRNA. (Yarmolinsky y de La Haba 1959)» Existe to_ 
tal evidencia de que PM realiza una funcidn similar a aa-tRNA como — 
sustrato aceptor de pdptido, pues ademds de su analogfa con L-amino-
8acil-adenosina, el derivado D de PM es inactivo.y el que no produce 
inhibicidn de reaccidn de carr-a de varies aminodcidos con tRNA. — 
(Yarmolinsky y de La Haba, 1959)» Asi PM produce la liberacidn del - 
ribosoma de las cadenas peptidicas nacientes tanto in vivo (Morris, 
Arlighans, Plavelukes y Schweet, 1963) como in vitro (Niremberg, Ma- 
ttahaei y Jones I96R), producidndose la liberacidn por el enlace que 
los une al tRNA como se observd marcando radioactivamente ambos (Gil_ 
bert J. Mol. Biol. I963), estes péptidos corresponden al extreme NH^ 
de las proteinas de fago usando extracto de E. Coli (Nathans, I96S). 
Esta separacidn entre el pdptido y el tRNA que lo portaba no es hi- 
drolitica sino que PM queda unida al extreme carboxilo del pdptido, 
asi se observd que PM radioactiva en un sistema de retioulocitos per^  
manecîa unida a pdptidos de globina. (Allen y Zamecni ck, I962) asi - 
como en cdlulas intaetas de E. Coli de cuves pdptidos se sépara sin 
haberse alterado por digestidn de aquellos con tripsina y quimotrip- 
sina. (Nathans I964). Puedé pues, concluirse que FM se une a la cade 
na peptidica en su extreme carboxilo por un enlace amfdico.
El primer sistema simplificado de reaccidn con PM de peptidi1- 
tRNA sobre ribosomas d subunidades 90S fue el de Traut y Monro (196/! ) 
en el cual no se requieren los factores de la fraccidn soluble. Se - 
han desarrollado varias modificaciones del mismo sistema posteriormeri 
te y asf Rychlik (1966) hace reaccienar polilisi1-tRNA fi jade a ribo^
8ornas lavados a alta conoentracidn de sales con PM con los mismos re 
querimientos. Se ha observado que el peptidi1-tRNA puede sustituirse 
por aminoaci1-tRNA, siempre que dste tenga su grupo NH^ en«< sustitu^ 
do, asf Fmet-tRNA, con AUG como mensajero, es capaz de reaccienar - 
con PM con los mismos requerimientos (Bretscher y Marcker I966) e — 
igualmente N-Ac-aminoaci1-tRNA con el correspondiente mRNA (Gottes— 
man). El Pmet-tRNA es sabido es iniciador natural de proteinas, y - 
N-Aceti1-aminoaci1-tRNA puede funcionar como iniciador, con requeri- 
miento de factores de iniciacidn como aquel sistema de sintesis de - 
proteinas in vitro a concentraoiones de Mg^^ fisioldgicas, (Haenni y 
Chapeville, 1966; Lucas-Lenard y Lipraann, I967).
La cindtica de reaccidn con PM de N-Ac-aminoaci1-tRNA es mds len 
ta que la de peptidi1-tRNA con mas de dos aminodcidos, sin embargo - 
es mds r^pida que la de diaminoaci1-tRNA mientras que aminoacil—tRNA 
no reacciona apenas (Panet, Groot y lapidot, 1970). Todo ello parece 
indicar la significacidn que puede tener el que haya un grupo NH^ c^ 
paz de protonârse, en la proximidad del tRNA para que pueda donar el 
aminodcido o pdptido.
Hay evidencia de que esta reaccidn de PM es catalizada por un - 
enzima y de que dste es el mismo que lo hace en la formacidn de enla^  
ce peptidico durante la sintesis de proteinas. En cuanto al primer -
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punto la gran espeoificidad hacia los sustratos, asi el andologo de 
PM con D-fenilalanina en vez de 3>fenilalanina como en PM no es acti_ 
VO, el requerimiento absoluto de ribosomas, que pierden su efecto ac^  
tivador al disgregarlos <5 desnaturalizar sus proteinas, su estrecha 
dependencia de 5 ones y pH, su sensibilidad a inhibidores y définitiva 
mente su comportamiento cindtico, no dejan lugar a dudas. Estes cri- 
terios pueden servir para mostrar que este enzima es el catalizador 
de enlace peptidico,
Hay gran similaridad entre los sustratos de ambos y en su especi_ 
ficidad: sdlo es activa PM que lleva un reste similar a L-fenilalani_ 
na y ha de ir unido a la pesicidn 3* del nucledsido como en aa-tRNA . 
Existe la misma dependencia total hacia ribosomas, asi mismo con re^ 
pecto a los requerimientos idnicos y pH. (Maden y Monro I968). Presen^  
tan. la misma susceptibilidad a una serie de inhibidores (Monro y 
quez, 1967). Una prueba concluyente es tambidn que pililisi1-tRNA fi^  
jade a ribosomas lavados y en presencia de poli A es capaz de reaccio^  
nar con PM o con un lisi 1-tRNA en las mismas condiciones y sin requje 
rimiento de GTP ni factores de fraccidn soluble (Gottesman, 1967).
Es universalmente admitido que todo peptidi1-tRNA, aa-tRNA o an^ 
logos, que es capaz de reaccienar con PM esta situado en el sitio do_ 
nador de peptidiltransferasa del ribosoma (sitio P),
Aquf describiremos un mdtodo de fi jacidn para PM, la cual es di
II
ficil de apreciar dada la baja afinidad de este antibidtico para el 
ribosoma.
Asf pues la subunidad 90S es capaz de catalizar la formacidn de 
enlace peptfdico en ausencia de GTP y factores de la fraccidn soluble 
las pruebas antes descritas indican que el enzima es parte constitu- 
yente de aquella subunidad y no es una protefna adherida de la fra- 
cidn soluble y en efecto por lavados sucesivos en alta concentracidn 
de cationes monovalentes no se va perdiendo esa actividad, asf como 
tampoco lo hace por la adicidn de grupos blooueadores de sulfidrilo 
que inactivan los factores de la fraccidn soluble. (Traut y Monro I964) 
La subunidad 90S sin necesidad de 30S ni de mRNA es capaz de ca^  
talizar formacidn de enlace peptfdico, pero para ello necesita la pr^ 
sencia de un alcohol, asf decrece el efecto activador en el orden — 
metanol ^  etanol y isopropanol \  cetona mientras son inactivos una — 
serie de disolventes como n-Propanol, etilenglicol etc. (Monro, Sta^ 
helin, Celma y Vdlzquez I969).
En estas condiciones 90S puede formar enlace peptfdico, sintetj^  
zando a partir de aa-tRNA di, tri y tetrapeptidi1-tRNA y entre FMetio_
'70
ni1-tRNA y aa-tRNA (Monro I969). Asf mismo en iguales condiciones - 
reacciona N-formil-metioni1-tRNA con PM (Monro, Cern^ y Marcker I968)
Es sabido que el tRNA de aa-tRNA v peptidi1-tRNA ademds de la r^ 
gidn del anticodon interacciona con el ribosoma por varias de sus par
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tes, y que una de ellas ha de ser la del otro extremo 3’terminal con 
el centro enzimd!tico peptidiltransferasa. (Dube, Rudland, Clark y - 
Marcker 1969; Nubuoyoski, Shimizu, Hayashi y Miura I970). Se ha estu 
diado la capacidad de sustratos para peptidiltransferasa de fragmen­
tes terminales de peptidi1-tRNA o an^logos y de aa-tRNA, Asi se ha - 
mostrado, que para aa-tRNA, C A-Gly tiene capacidad de sustrato ace^ 
tor similar a PM reaccionando con peptidil-tRNA (Rychlik, Chladek y 
Zamlicka 1967) (Symons y col. I969).
En cuanto a sustratos donadores se ha observado que tanto N-for_ 
mil-metionina, como N-Ac-Leucina necesitan ir unidos al menos a CCA 
por su adenosina, y que CA-Leu-Ac <5 CA-Met-F, no son ya actives como 
donadores, mientras que CCA-Leu-Ac, es tan active como CACCA-Leu-Ac 
y UACCA-Leu-Ac aunque todos son menos actives que Ac-Leu-tRNA (Monro 
Cern^ y Marcker I968). En el caso de CACCA-Leu-Ac o UACCA-Leu-Ac se 
f i jan m^s fuertemente a ribosomas o subunidades 90S, en presencia de 
etanol que en su ausencia, mientras que para CACCA-Leu 6 UACCA-Leu la 
estimulacidn producida por etanol es mener (Celma, Tesis doctoral).
El empleo de estes sustratos simplificados hace iddneos estes - 
sistemas para estudiar las interacciones que tienen lugar en las in-
mediaciones del centro peptidiItrnasferasa, evitando otras interacci£ 
nés de tRNA, que pueden enmascarar estas. Asi la reaccidn de fragmen 
tes de aa-tRNA sustituidos en«K NH^ del aminodcido con PM catalizada
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por 70S o 90s en procariotes y 80S en eucariotes, y activada por me— 
tanol o etanol, denominado generalmente reaccidn del fragmente, se - 
ha convertido en un sistema de eleccidn para el estudio especifice - 
de formacidn de enlace peptfdico (Monro, Cern^ y Marcker 1968; E, 
ttaner, Tesis doctoral 1971)»
El mecanismo de esta reaccidn y en especial el efecto estiraulador 
del alcohol no es conocido. En cuanto a dste ultime se sabe que no es 
debido a efecto de precipitacidn de ribosomas, ni a coprecipitacidn 
de ribosomas y sustratos, asf como tampoco a una disminucidn de la - 
constante dieldctrica del medio acuoso.
Se ha apuntado la posibilidad de que el alcohol actuarfa como - 
un sustrato aceptando peptidil o andlogo en reaccidn de transesterif^ 
cacidn y el dster reaccionarfa con PM. (Silverstein I969). Sin embar^  
go el que se requiera alcohol cuando peptidi1-tRNA o sus andlogos no 
estdn estabilizados por 3OS y mRNA asf como que alcoholes estimulen 
la fijacidn de peptidil-oligonucldotidos al ribosoma indica que su — 
efecto debe de ser la estabilizacidn a la subunidad 90S del sustrato 
donador, mediante un cambio en la conformacidn ribosdmica. El use de 
alcohol como activante de funcienes ribosdmicas se va extendiendo; — 
asf para terminacidn (Tompkins, Scolnick y Caskey 1970).
En este trabajo iniciaraos un estudio cindtico de la reaccidn de 
fragmente con objeto de poder interpreter mejor los resultados de su
f
14
inhibicidn por antibidticos.
Hasta ahora los ensavos de inhibicidn de reaccidn de enlace pe^ 
tidico se habian hecho con sistemas mas complicados por lo que no es 
de extranar que se obtengan resultados contradictories con los dife- 
rentes mdtodos en ciertas ocasiones. Para poder deducir el mecanismo 
de accidn de un antibidtico a partir de medidas cinéticas, es neces^ 
rio el tener un sistema en el que se eviten otras reacciones o inte­
ract ones que no sean la deseada y que dsta misma tenga una cindtica 
horaoi^ dnea. En este caso se han estudiado sistemas como incorporacidn 
de un aminodcido en cadena peptidica respecte al aa-tRNA como sustr^ 
to variable. (Coutgeogropoulos I967). Este sistema présenta los in- 
convenientes de que por un lado implica varias reacciones enzimdticas 
formacidn de enlace peptidico, traslocacidn, fijacidn enzimdtica sin 
que se sepa cuales son las si/gnificativas cindticamente y que por o- 
tro lado, en la misma formacidn de enlace peptidico los sustratos - 
presentan multiples interacciones no habiendo prueba de que la cindtj^  
ca de esta reaccidn sea homogdnea al variar la Ionqitud de peptidil- 
tRNA reaccionante, siendo asi dificil el poder conocer el tipo de in 
hibicidn de los antibidticos ensayados.
Sistema mds simplificado es el de reaccidn de PM con peptidi1- 
tRNA uni do a ribosomas (Traut y Monro I96/I; Rychlik I966). Con dl se 
evitan las otras reacciones que enmascaran la de formacidn de enlace
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peptidico en el proceso de polimerizacidn de los aminodcidos, asi co_ 
mo las interacciones del aa-tRNA con el reste del ribosoma al usar - 
PM. Sin embarf<-o aparté de la difjcultad de reali zar medidas de liber^ 
cidn de pdptido de lonc-itud variable con la precision necesaria, pr^ 
senta el inconvénients de la heteroceneidad en la cindtica, una rea- 
cidn rdpida y lue^o una lenta. (Maden, Traut y Monro. I968) que pue­
de explicarse a la vista de ]os resultados de Panet y col. (1970), - 
de la distinta cindtica en reaccidn con PM de dipdptidos y pdptidos 
superiores eue corresponderian a la lenta y rdpida respectivamente.
No obstante con polilisi1-tRNA fijado a ribosomas se ha empleado en 
medidas cindticas por Goldberg y Kitsugi (1967).
Tambidn en reaccidn de PM. esta vez con N—Acetil-fenilalarii 1-tRNA 
fi jado a ribosomas, es en el que Pestka (J970) realiza pruebas de - 
inhibicidn cindtica para distintos antibidticos. En este caso tambidn 
se ha superado la hetero-eneidad del sustrato donadnr, sin embargo to^  
davia existen varies pasos en la fi jacidn de las distintas partes de 
Aceti1-fenilalani1-tRNA al ribosoma, y como el mismo autor indica, - 
no se sabe cual es el inhibido por los antibidticos. Asf mismo las - 
representaciones de Lineveaver—Burk con PM variable no siempre mues— 
tran la forma lineal pareciendo estar ante una reaccidn con dos enzi^  
mas para un sustrato que quizd sea debido a dos posiclones de Aceti1 
f eni la lani 1-tRI'TA,
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En el présente trabajo se inicia un estudio cindtico de la reaccidn 
de fragmente que por su simplicidad nos ase.gura el que reducimos las 
interacciones de los sustratos con el ribosoma, otros que las del - 
centro peptidiltransferasa.
Este nos permitird interpreter los resultados de inhibicidn de 
antibidticos, siendo conscientes de la conveniencia de ensayar distin 
tes sustratos donadores, dada la diferente cindtica de reaccidn se- 
gun su naturaleza. (Panet, Groot y Lapidot 1970'): en principio se ha 
ensavado con GACCA-Leu-Ac cuya velocidad de reaccidn con PM es inte_r 
media entre dipeptidil y polipeptidi1—tRNA.
Gon objeto de poder comparer los resultados de inhibicidn en e^ 
te sistema con los de fijacidn se ha desarrollado un mdtodo de gran 
sencillez para medir dsta en presencia de etanol,. En todos los casos 
se ha probado si etanol producfa variacidn en el numéro de sitios - 
para fijacidn por ribosoma, y el efecto producido sobre la afinidad 
por el mismo.
En el caso de estudio de fijacidn sin etanol, se han empleado — 
las tdcnicas usuales de ultracentrifu^-acidn (Hâves y Velick 195-^), — 
didlisis en equilibrio, filtracidn por membranas de nitrato de celu— 
losa (Niremberg y Leder 1964) habiendo ademds modificado la tdcnica 
de ultrafiltracidn a presidn a travds de membranas Diaflo de Paulus
(1969), de modo que se acorta mucho el tiempo de separacidn de ribo-
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somas, muy util para los que presentan gran labilidad.
Con los datos asi obtenidos utilizando las representaciones de 
Klotz o reciproca y de Scatchard (I9 '9 ) hemos caracterizado los ti­
po s de fijacidn que existen entre un antibidtico y el ribosoma, y si 
estas fijaciones son o no dependientes entre si, asi como el numéro 
de moléculas del misrao que presentan cada fijacidn. Las afinidades es 
posible asi el medirlas como constantes de disociàcidn f o asociacidn) 
las cuales son de utilidad para relacionarlas con las constantes de 
inhibicidn de la reaccidn de fra,gmento, permitiendo asi el saber si 
un tipo de fijacidn es responsable, y en que medida de la inhibicidn 
de formacidn de enlace peptidico. Asi mismo nos sirven para calcular 
la energia libre de fijacidn de los antibidticos que junto con la en 
talpia y entropia de fijacidn calculadas tambidn de aquellas a dis­
tintas ternperaturas, nos permitirdn conocer la naturaleza de los en­
laces de las fijaciones.
Los valores de estas constantes asi mismo son un indice iddneo 
para comparar capacidad inhibidora de enlace peptidico de un antibi^ 
tico para distintas especies, mutantes, etc.
Otro aspecto importante del plan de este trabajo es el de las - 
interacciones entre distintos antibidticos lo cual nos permite el ir 
situando sus sitios de fijacidn. Gon interacciones entre antibidticos 
que se excluyen en su fijacidn por los mismos sitios en el ribosoma
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hemos aplicado el mdtodo de Klotz, Triwush y Walker (1948) para dete_r 
minacidn de constantes de asociacidn a partir de constantes aparentes 
usado para alhumina. Con dl es posible el calcular la constante de - 
disociàcidn de un ligando no detectable por la inhibicidn que produ­
ce en la fijacidn de otro que si lo es, confirmando la constancia de 
este valor para distintas concentraoiones del no detectable que ambos 
se excluyen en sus sitios de fijacidn.
En fin, como se ha dicho este trabajo es parte de un amplio plan 
de estudio de interacoidn de inhibidores con los ribosomas en el que 
se requiere coordinar datos de interacoidn directa de ambos con los 
de efecto en formacidn de enlace peptfdico probando asi la funcionali_ 
dad de aquella. Para dste se han elegido ribosomas de E» Coli MRE 600 
sin ribonucleasa I, tanto por su estabilidad como por el conocimiento 
que tiene de sus propiedades ffsi cas, de la i denti fi ca ci dn de sus - 
disti ntas proteinas, asf como del conocimiento ^endtico de aquellos 
(Nomura 1970).
Esquematizaremos a continuacidn el estado actual del conocimien, 
to sobre el modo de accidn de los antibidticos principalmente estudi^ 
dos en este trabajo.
Si bien es sabido que cloraltfenicol (CM) ejerce su accidn antibi^ 
tica por inhibir primordialmente biosfntesis de proteinas (Gale y Pol_ 
kes, 1993) no lo es tanto el mecanismo por el que ejerce dsta, Dentro
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de este prooeso se ha demostrado que CM no afecta la activacidn de — 
les amanoacidos (De Moss y Novell!, 1955) ni sintesis de aminoacil— 
tRNA (Lacks y Gros, 1959) pero bloquea la poliraerizacidn de los ami- 
no^cidos a partir de aquel en sistemas de extractos celulares (Nirem 
ber^ y Matthaei I96I, Nathans y Lipmann, I961), observ^ndose que va­
ria el grade de inhibicidn segun sea la compos!cion del mRNA emplea— 
do, no hab!endo s!n embargo efecto de CM en fijac!<5n de poli C o po­
li U a ribosomas (Kucan y Lipmann 1964)5= El mismo resultado negative 
en fijacidn de poli A a ribosomas por CM encontraron Speyer J.F.y col
(1963).
Simult^neamente se detectd la fijacidn especifica de CM a riboso^  
mas de microorganismos procaridticos que no se produce en ribosomas 
citopl^smicos de eucariotes (V z^quez, 1964). Esta unidn se produce a 
la subunidad 5OS del ribosoma (Vdzquez, I964). La fijacidn que era — 
aproxiraadamente de una molécula por ribosoma no era afectada por Po­
li U, poli A o poli C. (Wolfe y Hahn, I965).
Se ha vis to con distintos sistemas de formacidn de enlace pept_f 
dice que CM inhibe esta reaccidn asi lo hace en reaccidn entre poli— 
fen!lalani1-tRNA fijado a ribosomas y PM (Traut y Monro, 196^) pepti_ 
dil—tRNA y PM (Cundliffe y Me Quillen I967); entre Ac-Penilalani1-tRNA 
y PM (Cerna, Rychlik y Pulkrabeck 1969; Gottesman I967). inhibe rea- 
ci6n de polilis!1—tRNA fijado a ribosomas con PM (Cerna y col. 1967),
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mientras que la inhibicidn es mucho mener en reacoidn de aquel con - 
una molécula de lisil-tRM (Gottesman I967). La variacidn del grade 
de inhibici6n seriin la naturaleza de los sustratos se vuelve a poner 
de manifiesto al hacer reaccionar distintos peptidi1-tRNA con PM - 
('Snaka, Teraoka y Taraaki, I97l). En cuanto al mécanisme de esta inhi_ 
bicidn se sabe Que no tiene efecto o es escaso en la fijacidn de aa— 
tRNA al ribosoma, tante en condiclones de alta concentracidn de Mg^ "^  
(Vdzquez y Monro I967) como en fijacidn activada por factores a con- 
centracidn fisioldgica de Mg*^ "^ (Yukioka y Morisawa, I969). Por otro 
lado se sabia que CM compite con PM (Goldberg y Mitsugi I967); (Pet^ 
ka 1970) en reaccidn de PM. Inhibe totalmente fijacidn de extreme 3* 
de aa-tRNA, UACCA-Leu (Celma, Tesis doctoral). Estes resultados no - 
se contradicen si se tiene en ruenta la multiplicidad de interacciones 
que présenta aa-tRNA con el ribosoma que en presencia de CM quedaria 
afectado solamente en la colocacidn correcta de su extreme 3 !
Basdndose en la estructura quimica de CM se ha postulado que corn 
petiria con péptidil-tRNA (Hahn, I968) sin embargo CM no tiene efecto 
en fijacidn de polilisi1-tRNA a ribosomas (Cerna, Rychlik y Pulkrabek
1969), mientras que produce estimulacidn de extreme 3*de N-Acetil-Leu 
tRNA, CACCA-Leu-Ac (Celma. Tesis doctoral) asi como de N-Acetil-feni- 
lalani 1-tRNA '^ Berner, Goldberg y Cohen, 1969)*
Asf nues hav evidencia de eue CM interacciona con formacidn de
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enlace peptidico desde las proximidades del centro enzim^tico,
Sin embargo bay autores que basdndose en que CM inhibe la form^ 
cidn de enlace peptidico estimulada por factores de traslocacidn y — 
G'TT, situan su accidn en un paso previo a la formacidn del enlace - 
peptidico relacionado con la posicidn correcta de peptidil-tRîTA. - 
(Weber y Demoss, 1969). Por otra parte tambien se ha apovado esta hi^  
pdtesis por resultados de Julian (1965) en los que se mostraba que — 
efecto de CM en polimerizacidn de lisina dirigida por poli A no se - 
inhibfa la formacidn de dipdptidos, sin embargo no puede excluirse — 
que se trate que esta formacidn es el resultado de una menor sensibi_ 
lidad de este primer enlace entre estes dos aa-tRNA a CM o sencilia— 
mente de una distribucidn estadistica de inhibicidn o ambas cosas. - 
Asf mismo para Julian sin embargo en polimerizacidn de prolina CM in 
hibe todos los pdptidos. (irvin y Julian 1970).
Nosotros en este trabajo hemos estudiado cuantitativamente su fi_ 
jacidn a ribosomas de E. Coli, B. Subtijis y A Montana, asf como su 
inhibicidn en reaccidn de fragmente.
Lincomicina es un antibidtico con actividad contra bacterias Gram 
positivas y algas azules y en menor extensidn en bacterias Gram nega^  
tivas (Hanke, Mason, Burch y Teick I963). No tiene actividad en cito_ 
plasma de eucaridticos aunque si en cloroplastos. Aunoue tiene acti­
vidad inhibidora en alcunas mitocondrias parece ser que no tiene -
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efecto en las de mamfferos, lo que le haria menos tdxico que cloram- 
fenicol, Algunos de sus an^logos como clindamicina poseen accidn con 
tra plasmodios, (Lewis, 1968).
Pronto se observd en células intactas que produce primeramente 
inhibicidn de sintesis de protei nas aunque mds tarde se afectaron los 
^cidos nucleiCOS probablemente por efecto de aquella (Josten y Allen 
196/] ). Esto se confirmd al estudiar su efecto en extractos celulares 
de diverses microorganismos. (Vdzquez I966; Chang y Weisblum T966; — 
Rodriguez-Ldpez y Vdzquez 1970).
Su accidn se situa sobre el ribosoma y especificamente en la sti 
bunidad 5OS. Primeramente se observd que inhibia fijacidn de (^ c^) CM 
(Vdzquez 1966 b) y mds tarde con el antibidtico marcado se observd — 
fijacidn a ribosomas de bacterias Gram positivas (Chang y Weisblum — 
1967) y de algas azules (Rodriguez-Ldpez, Celma, Fern^ndez-Muhoz y — 
V^zquez I968). Paralelamente mediante pruebas de sensibilidad a LM - 
con ribosomas hibridos conteniendo subunidades de B. stearotermdfilus 
y E. Coli se identified 90S como subunidad interaccionante (Chang, — 
Sih y Weisblum I966), En ribosomas de E. Coli no se detectd fijacidn 
(Chang y Weisblum, I967). Es de interes el antagonisme observado in 
vivo entre lincomicina y eritromicina en St. Aureus (Barber y Water— 
coorth 1964).
Existe evidencia de Que LI'I inhibe formacidn de enlace peptidico
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asf inhibe reaccidn de PM con formi1-metioni1-tRNA (Monro y Vazquez 
1967) y N-Acetil-Leuci1-tRNA o sus fragmentes terminales en 3'(Oel- 
ma, Tesis doctoral, I97l)« Asf mismo se ha observado que LM inhibien 
do la reaccidn de fenilalani1-tRNA con PM no lo hace del paso del - 
mismo del sitio aceptor al donador, ni interfiere con la salida de - 
tRNA deacilado, procesos que tienen lugar en traslocacidn (igarashi, 
Ishizuka y Kaji I969).
Una evidencia de interaccidn de LM con el centro peptidiltrans- 
ferasa es la inhibicidn de los fragmentes UACCA-Leu totalmente y - 
CACCA-Leu-Ac parcialmente (Celma, Tesis doctoral 197%).
En este trabajo se ha caracterizado cuantitativamente la fija- 
cidn de LM a ribosomas de E. Coli, B. Subtilis y A. Montana. A su vez 
se ha estudiado su fijacidn en presencia de PM, eritromicina y una — 
serie de antibidticos que interaccionan con la subunidad 50S.
Tambidn se ha hecho una aproximacidn al conocimiento de la razdn 
de la distinta actividad antibidtica de una serie de andlogos estruc_ 
turales de LM entre los que estan celesticetina y clindamicina de m^ 
yor actividad que LM y con accidn plasmodicida.
Al grupo de antibidticos que contienen en su molécula una estrujc 
tura de nucledsido pertenecen gougerotina, esparsomicina, amicetina, 
todos elles de amplio espectro y con toxicidad adem^s de puromicina. 
Sin embargo, pese a esta seraejanza estructural con puromicina no po—
seen la capacidad de ésta de reaccionar con cadenas peptidicas nacieïi 
tes. (Coutsogeorgopoulos, 1967; Clark y Chang I965).
Al grupo de antibidticos que contienen un nucledsido en su mol^ 
cula pertenecen entre otros, adem^s de puromicina, esparsomicina, — 
gougerotina y amicetina. (revisidn en Suhaddnik 1970). Son éstos pro^  
ducidos por distintas especies de Streptomices y presentan un amplio 
espectro de accidn en bacterias tanto Gram positivas como negatives. 
Sin embargo su empleo en terapeutica viene liraitado por su toxicidad 
ya que tambidn tienen efecto en cdlulas de mamiferos, aunque por es­
to se haya usado esparsomicina muy restringidamente como agente anti_ 
tumoral. Se observd que ejercen su accidn inhibidora, tanto en microo^ 
ganismos como en mamfferos por bloquear primordialmente la sintesis 
de proteinas, y con un desfase y probablemente por aquel efecto, la 
de DNA y RITA. Asi para esparsomicina fue observado por Slecta en cd­
lulas de E. Coli (Siecta I965) y en sistemas de incorporacidn de ami_ 
nodcidos en extractos celulares Goldberg y Mitsugi (I966) de E. Coli 
y Colombo, Pelicetti y Baglioni (1966) de reticulocitos de cônejo. - 
Para rrouyerotina se observd en los mismos sistemas in vi tro por Clark 
y Gunther (I963) y Clark y Chang (I965) respectivamente en extractos 
de E. Coli y reticulocitos. En el caso de amicetina fue observado por 
Coutsogeorgopoulos (I967).
Por su similitud estructural con PM podria esperarse que tuvie—
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ran tambidn su capacidad de liberar las cadenas peptidicas nacientes 
sin embargo, no es asi para nin^uno de los tres. Son inhibidores de 
formacidn de enlace peptidico como indica el que bloqueen la reaccidn 
de fragmento (Monro y Vdzquez I967), la reaccidn de N-Acetil-?enilal^ 
nil-tHNA con PM en la que esparsomicina y gougerotina competirian con 
dsta mientras no lo haria amicetina (Pestka 1970), asf de la reaccidn 
de polilisil-tRlTA fijado a ribosomas tambidn con PM, con la cual es— 
parsomicina seria competitive con PM mientras que gougerotina lo se— 
rfa de tipo mixto. (Goldberg y Mitsugi, I967).
Simultdneaniente se situd la interaccidn de amicetina y gougero— 
tina, subunidad 5OS por su efecto sobre fijacidn de CM, (Chang, Sid— 
dikol y Weisblum I969).
En cuanto a la interaccidn con el centro peptidiItransferasa es 
importante el efecto estimulador que esparsomicina produce en la fi­
jacidn del sustrato CACCA-Leu-Ac formando un complejo de rran estabi_ 
lidad, incapaz de reaccionar con sustrato aceptor observado por Celma 
(Tesis doctoral), efecto que tiene tambidn lugar con IT-Ac-Penilalani1 
tRNA (Herner y Goldberg I969) (Jimenez, Monro y Vdzquez 1970). Asimi_s 
mo esta accidn ocurre en ribosomas 80S de eucaridticos (Battaner, Tje 
sis doctoral 1971)« Gougerotina y amicetina tambien presentan este - 
efecto estiraulante tanto en CACCA-Leu-Ac (Celma, ^esis doctoral) co­
mo con Acetil-fenjlalani1-tRNA (Herner, Goldberg y Cohen I969) aunque
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con menor intensidad.
En cuanto su efecto sobre fijacidn de UACCA-Leu esparsomicina - 
produce tambidn, aunque en mucho mas pequeha proporcidn efecto esti- 
mulante, gougerotina que estimula fijacidn enzimdtica de aa-tRNA - 
{Yukioka y Morisawa I969). Nosotros hemos estudiado la interaccidn 
de estos antibidticos con la de CM, Di y ER, asi como el efecto de - 
esparsomicina en fijacidn de PM.
Son los macrdlidos un grupo de antibidticos sintetizados por ya 
rios Streptomyces que presentan una estructura quimica comun: Un ani_ 
llo de tipo lactona de gran tamano, al cual estan unidos distintos - 
restos de azucares y aminoazucares, y una accidn antibidtica bacte— 
riana con clara preferencia sobre Gram positives.
Aunque no es bien conocido la accidn que tienen en otros proce— 
SOS metabdlicos parece que su efecto primero es inhibicidn de sinte­
sis de proteinas.
Asf se ha observado en cdlulas complétas (Brock y Brock 1959) y 
en sistemas acelulares, (Vdzquez I966), observdndose como en el caso 
de CM dependencia del grade de inhibicidn con la composicidn del mRNA 
empleado.
Dentro del proceso de biosintesis de proteinas no inhibe la for^  
macidn de aa-tRNA (Mao y Wiegand IQ68). Que su efecto se debe a la — 
interaccidn con ribosomas lo demuestra la fijacidn de diverses macr^
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lidos a ribosomas 70S, asf de E. Coli (Tanaka, Teraoka, Nagira y Ta- 
maki 1966), de B. Subtilis (Taubman, Jones, Young y Corcoran I966) y 
de St. aureus (Mao, I967). Espiramicina se fija a ribosomas de E, Coli 
(Vdzquez I967 b). Mientras que los macrdlidos oleandoraicina, carbomi_ 
cina, neoespiramicina 111 y forocidina 111 se sabe interaccionan con
el ribosoma al inhibir la fijacidn de (^ C^) eritromicina o (^ C^) es­
piramicina (Wilhelm, Oleinick y Corcoran, 1967; Vazquez 1967 b).
Esta fijacidn se correlaciona con la inhibicidn producida por - 
los antibidticos en la sintesis de proteinas (Oleinick y Corcoran, —
1969).
La fijacndn de ER se localize en la subunidad 60S del ribosoma,
tanto por experimentos do fijacidn directa (Taubman y col. I966) como
por inhibicidn de fijacidn do otros antibidticos que se unen a dicha 
subunidad (V^zquez I967).
No es conocido en que fase o fases del ci d o  ribosdmico de sfn- 
tesis de proteinas ejercen su accidn los distintos macrdlidos. Mao en 
un estudio sistemdtico ha mostrado que no inhiben fijacidn de mRNA a 
ribosomas (Mao y Wiegand I968), ni fijacidn de aa-tRNA a los mismos 
tanto en presencia como en ausencia de factores de la fraccidn solu­
ble (Mao y Robishaw 1971)•
Ensayando el sistema de reaccidn de fragmento espiramicina, car 
bomicina y angolamicina inhiben formacidn de enlace peptidico mientras
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Que eritromicina, oleandoraicina, neoespiramicina y forocidina no lo 
hacen (Monro y Vdzquez I967). Estos resultados han sido corroborados 
por su efecto en formacidn de dilisina, en ausencia de factores de — 
trasloca.cidn y en reaccidn de PMet-tRNA con PM (Mao y Robishaw I97l) 
Sin embargo utilizando eritromicina, oleandoraicina y neoespiramicina 
se muestran inhibidores de esta reaccidn, pero mucho menos que espira 
micina o CA-Glicina (Cerna, Rychlik y Pulkrakek 1969) y eritromicina 
inhibe la adicidn de una moldcula de lisina a polilisi1-tRNA unido a 
ribosomas en presencia de poli A (Jayaraman y Goldberg I968). Por otra 
parte espiramicina y tilosina inhiben reaccidn de N-Acetil-fenilalani1 
tRNA con PM, mientras no la inhiben eritromicina y oleandoraicina, y 
los cuatro presentan distinto grado de inhibicidn con varies olipep- 
tidi1-tRNA con PM. (Tanaka, Teraoka y Tamaki 1971 ).
A la vista de estos resultados tan variantes con la naturaleza 
de los sustratos para formacidn de enlace peptidico y a los bechos de 
que eritromicina inhiba formacidn de N-Acetil-trifenilalanina, pero 
no la de N-Acétil-difenilalanina (Corcoran y Oleicnick I969), asf co_ 
mo que solo lo haga para polipéptidos de lisina, pero no para oligo— 
pdptidos. (Tanaka y Teraoka I968) de que no inhiba reaccidn de pepti_ 
di1-tRNA natural unido al sitio donador, con PM (Cundliffe y Me Qui­
llen, 1967). Y tambidn eue eritromicina sdlo inhiba la reaccidn de - 
feni1-alani1-tRNA con PM cuando dste necesita pasar del sitio aceptor
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al donador por medio del factor G y GTP, asi como que inhiba la expul^  
sidn del tRNA deacilado en este paso, en conjunto hacen que algunos 
autores hayan propuesto que eritromicina bloquea la etapa de traslo­
cacidn (igarashi, Ishitsuka y Kaji I969).
Teniendo en cuenta la distinta velocidad de reaccidn de forma­
cidn de enlace peptidico (Panet, Groot y Lapidot 1970) asi como la - 
distinta susceptibilidad de la raisraa a diverses antibidticos, segun 
la naturaleza de los sustratos, es posible el suponer como hacen Mao 
y  Robishaw (I97I) que sea la formacidn de enlace peptidico el paso — 
afectado por los macrdlidos con dis tinta afinidad se^ -un el antibid— 
tico y los sustratos.
Recientemente se ha observado estimulacidn por eritromicina de 
la reaccidn entre f enilalani1-tRNA con PM en condiciones idnicas con 
las que no tiene lugar. alcanz^ndose el m^ximo efecto activador cuan_ 
do hay fijada una molécula do antibidtico por ribosoma (Teraoka y Ta^  
naka I97I). Por ello estos autores sugieren que el antibidtico produ 
ciria un cambio configuracional en el ribosoma que produciria la es­
timulacidn.
Nosotros en este trabajo empleando (^  C) eritromicina y (^ C^) - 
espiramicina, hemos estudiado cuantitativamente la fijacidn de ambos 
a ribosomas de E. Coli. Asi mismo hemos visto las interacciones de - 
eritromicina con una serie de macrdlidos asi como con otros antibid-
0ticos que interaccionan con O^S.
Los antibidticos del grupo de las estreptograminas son semejan­
tes a los macrdlidos en poseer grandes anillos lactdnicos, aunque d^ 
fieren en tener étomos de nitrogeno. Estas, cuva estructura quimica 
no es conocida totalmente en algunos cases se agrupan como estrepto- 
graminas A y B, teniendo las del segundo grupo uniones peptidicas en 
su anillo. Se producen por especies de Streptomyces y su accidn es - 
preferente en bacterias Gram positivas, habiendo un sinergismo in vi 
VO entre los miembros de ambos grupos. (Vdzquoz I966),, Aunque no ti^ 
nen los mismos efectos globales en el métabolisme celular, ambos gru 
pos inhiben sintesis de proteinas, (Vdzquez, I966), Sin embargo no - 
tienen el mismo efecto on este proceso: Estreptogramina A se fija a 
la subunidad 5OS del ribosoma, mientras estreptogramina B lo hace con 
50s y 30s, fVdzquez 1966 b: Ennis I966 y 1971, Chang Siddhikoly Wei^ 
blum 1969). Ambas fijaciones de estreptograminas A y B interaccionan 
(Ennis 1971 )• Estreptogramina A inhibe formacidn de enlace peptidico 
mientras estreptogramina B o su andlogo mds activo viridogriseina no 
tienen efecto (Monro y Vdzquez, I967).
Es muy dtil para situar su accidn, el conocer su efecto en fi j_a 
cidn de sustratos simplificados de peptidiItransferasa; Mientras es­
treptogramina A inhibe fijacidn de UACCA-Leu y de CACCA-Leu-Ac viri— 
dogriseina estimula significativamente ambos sustratos (Celma, Tesis
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7^71 ) - En este trabajo se ha enss.’’-ado su interaccidn con fijacidn de 
^loranfenicol, lincomicina eri ’"■•omicina con objeto de concretar c_o 
mo en otc'os casôs, sus siti.os de i nteraccidn.
Es si omi ci na y su andlogo ticestropton, un antibidtico de tipo 
de polipéptidos de alto peso molecular que bloquea sintesis de prote_f 
nas '^ a^naka, Watanabe y Tamaki ] 970 ) que inhibe fijacidn del factor 
G de traslocacidn al ribosoma ''ko loi e 11, Monro v Vazouez 1971 )• '^ on 
objeto de si tuar pepti di Itransf ei'asa y di cho sitio de interaccidn de 
G se ensa^d el efecto de siomi ci na y ti oestrepton en fijacidn de clo_ 
ramfenicol, lincomicina y eritromicina.
En conjunto el conocimiento le las interacciones de estos anti­
bidticos entre si y con los sust = atos y factores de las distintas — ■ 
funciones ribosdmicas, permite i r situando tanto las posicionos de - 
dstas como el sitio de accidn de aouellos en el ribosoma.
lÆETODOS Y MTERIALSS
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METODOS ANALITICOS
Todas las pruebas analiticas, si no se especiflean otras condi­
ciones presentan an comuun estas caracteristicas.
1,— Estan hechas en una solucidn acuosa o de etanol y agua con Tris 
33 mM ajustado el pH a 7,5 con CIH; CIK 270 mM y (Ac)^Mg 13 mM que - 
denominamos solucidn standard,
2,— Los ribosomas empleados, si no se especifica lo contrario, han - 
sido tratados con PM segun se indicard.
3.— Cuando so hagan experiencias de competicidn de fijacidn entre dos 
antibidticos, o de inhibicidn de reaccidn do fragmento, ambos antibi^ 
ticos o el inhibidor y los sustratos se pondrdn simultdneamente en — 
contactes con los ribosomas. Si no es asi se especifica el orden de 
adicidn,
4.- La radioaotividad en muestras acuosas e hidroacuosas se midid po^  
niendo do 30 a 50 veces su volumen de liquido de Bray modificado.— 
(Naftaleno 60 g. Metand 100 ml, Etilenglicol 20 ml, CAB-O-SIL 40 g, 
buti1-PBD 5 g* ( c BBOT 4 g* ) y dioxano hasta I litre) o en el li­
quide de centelleo (Toluene 66 % (v/v), Triton X 100 33 (v/v), - 
BBOT 0.4 ^ (p/v) en espectrometro do centelleo liquide Packard con — 
eficiencias de 65 - 75 ^ para (^ C^) y de 20 - 30 ^ para (^ H),
La radioaotividad en papel o filtros se midid sumergidndolos en
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tolueno con 5 d© butil-PBD en el mismo aparato, o bien para estos 
dltimos cuando se indica en planchetas de aluminio en contador de — 
gas Nuclear Chicago.
Las autoradiograflas se hicieron con pelîcula Kodak "Blue Brand" 
para rayos X.
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METODOS DE PIJACION
Di&llsis en eauilibrio.
Pundamento.— Este método se basa en el sencillo hecho de que el 
ribosoma, o cualquier macromolécula, es incapaz de atravesar los po­
res de unas membranas de celofan, mientras que la molécula cuya fi 
cién quiere medirse pueda hacerlo librement© por sus dimensiones que 
son el criterio de selectividad. Asi, si en une de dos compartimentes 
8©parados por la raembrana se encuentra la macromolécula capaz de fi- 
jar a la molécula ligando, esta por difusién se distribuiré hasta que 
su concentracién sea igual en ambos compartimentes. Ahora bien, te­
niendo en cuenta que la macromolécula sustrae de la solucién del com
partimento donde se encuentra una cantidad de ligando de acuerdo con
su afinidad por éste. una vez alcanzado el equilibrio habré en ese — 
compartimente una concentracién de ligando libre igual a la del otro 
compartimente més la del fijado. Asi por diferencia entre las concen 
traciones de ligando en ambos compartimentes puede calcularse la con 
centracion de ligando fijado mientras la del que no tiene macromolé­
cula es la de ligando libre en el equilibrio.
Este método présenta la ventaja de que no se modifica la concen^  
tracién de ribosomas como en los métodos de separacién, por lo que — 
serfa de eleccién si no tuviera el inconvenient© de la larga duracién
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quo puede exigir dependiendo del tamano del ligando con el consiguien 
te riesgo de degradacién de los ribosomas si son lébiles en esas con 
diclones de fijacidn. Este tiempo puede reducirse eligiendo una mem- 
brana de poco espesor, practicando agitacién con la precaucidn de que 
no sea ezcesiva y se produzca espuma que puede desnaturalizar algunas 
proteinas y por ültimo sumergiendo las membranas en una solucién de 
ClgZn a concentracién y por tiempo determinado que producirén un au- 
mento variable en el tamano del poro de la membrana (Pierce y Free — 
1961 ; Craig y King I962). Nosotros lo probamos en el caso de fijacién 
de ER y aumentaba significativamonte su velocidad de paso por la meca 
brana•
Una deformacién de los resultados cuando se trata de ligandos - 
portadores de cargas positivas libres en nuestras condiciones de fi­
jacién podria ser para bajas concentraciones iénicas, es el efecto >-
Gibbs-Donnan (Tanford I96I). Por esta parte del ligando pasarfa a v
I %-
neutralizar la carga negativa que le dan al ribosoma los grupos fosf^ 
tos de su RNA. Este efecto aproximadamente podria medirse separando 
la macromolécula, una vez alcanzado el equilibrio, de la solucién en 
que esté, por centrifugacién o filtracién y medir la concentracién - 
de ligando libre que en su ausencia ha de ser igual a la del otro - 
compartimente. Sin embargo en las concentraciones iénicas usuales, - 
como las aquî empleadas, este efecto puede descartarse a^ priori dado
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que las cargas negativas de los ribosomas son compensadas por los - 
iones Mg'^ '^ y que estan en altas concentraciones con respocto a - 
aquellos.
Técnica experimental.- En primer lugar para probar si el método 
puede aplicarse para un antibidtico ha de ensayarse: Que el antibid­
tico atraviesa la membrana, cuanto tiempo tarda en hacerlo en distin^  
tas condiciones y como varia la capacidad de fijacidn de los riboso­
mas durante este tiempo. Para el primer punto dejaremos a ambos la- 
dos de la membrana una solucién de iguales condiciones a las de fij^ 
cién que tenga antibidtico marcado en une de los dos lados solamente 
Sometido a agitacién iremos tomando alîcuotas de ambas partes a in­
tervales de tiempo hasta que la concentracién del antibidtico sea — 
constante en ambas. Si la concentracién es igual, consideraremos el 
tiempo que ha tardado en igualarse. Puede ser, si se usa un ligando 
polidisperso, como por ejemplo polidextran sulfato, que haya una fra 
cién dializable mientras otra no lo sea, la proporcidn de ambas pue— 
de servîmes para introducir la correccién oportuna si interesa esta 
fijacién. La variacién de la capacidad fijadora de los ribosomas nos 
sirve a la vez como criterio de alcanzarniento del equilibrio y es — 
aconsejable el hacerlo en cada ensayo aunque sean las mismas condi­
ciones de temperatura y agitacién. Simpleraente consiste en ir midieii 
do la diferencia de concentracién del antibidtico en ambos comparti—
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mentos a intorvalos de tiempo*
Existen muohos dispositivos para llevar a cabo pruebas cuantit^ 
tivas de diélisis que se ajustan a la mayor o menor disponibilidad - 
de macromolécula o ligando y a la distinta velocidad requerida para 
la fijacién (Craig y King 1934; Englund, Huberman, Jovin y Kornberg
1969 y Nye,I969).
Nosotros hemos empleado unas pequenas cémaras hechas en lucita 
que permiten poner volümenes desde 0*1 ml a 3»0 ml de solucién con - 
el antibidtico en cada compartimente, une de los cuales lieva los r^ 
bosomas^tapados para minimizar la evaporacién que puede influir para 
volémenes pequenos. Antes de poner la membrana se ponîa un poco de — 
grasa de silicona en los bordes. Son de utilidad para pequenos volu— 
menes y es cémoda la toma de alîcuotas. También hemos usado pequenas 
boisas de tubo de diélisis estrecho anudadas en ambos extremes, o - 
bien sélo en el inferior y més largas, cuando se toman alîcuotas, - 
que despues de poner de O.I ml a O.5 ml de soluoiéh de ribosomas en 
tampon, se introducian en tubos de ensayo conteniendo de 2 a 5 nil de 
solucién tampén con el antibiético radioactive.
La raembrana tubo Visking (8/32 )^ con objeto de dostruir RNAsas,- 
se hierve en solucién de CO^RNa al 10 ^ por I5 minutes. Se lavan de^ 
pues repetidas veces con agua desionizada y se conserva en solucién 
0.1 mM de EDTA. (England, Huberman, Jovin y Kornberg, 1969) a 0-5®C.
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En caso de interesar el aumento del poro se tiene un tiempo va­
riable en solucién de Cl^Zn con precaucién de que no se toquen unas 
membranas con otras. Se lava repetidamonte despues en CIH O.OI M, - 
(Pierce y Free 196I).
Las membranas antes de su use se lavan repetidas veces con agua 
desionizada y se tienen un tiempo en solucién de fijacién para satu- 
rarlas de iones en caso de que se vayan a manejar pequenos volümenes 
Por ultimo se secan cuidadosamente, teniendo la precaucién de evitar 
el contàcto de las manos.
Para la medida de radioactividad es necesario tener en cuenta - 
el "quenching" que puede tener la solucién de ribosomas. Asi mismo - 
es aconsejable el tomar una alicuota de cada cémara o boisa de solu­
cién de ribosomas para leer densidad éptica al final de la experien- 
cia.
Método de ultracentrifugacién.
Pundamento.- Se basa simplemente en, una vez alcanzado el equ^ 
librio, separar la macromolécula aprovechando su mayor coeficiente - 
de sedimentacién por ultracontrifugacién. La separacién puede ser pa^ 
cial como en el caso de fijacién a caseina de iones Ca"^  ^en la que — 
se median a varies niveles del tubo concentraciones de ambos y se to_ 
maba como Ca“^  el valor extrapolado para auséncia de caseina (Chanu-
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tin, Ludewig y Masket 19^2) o bien total hasta préctica ausencia d© 
macromolécula tal como el estudio de Hayes y Velick (l95^) para al­
cohol deshidrogenasa y coenziraa DPN. Es necesario hacer contrôles — 
de sedimentacién del ligando cuando tienen alto peso molecular, sin 
anadir la macromolécula. Del anélisis del ligando en el tubo control 
sin macromolécula, y de la del mismo cuando se ha centrifugado con - 
alla una vez ©stablecido el equilibrio se obtiens la concentracién - 
de ligando fijado, por diferencia, y la de ligando libre en el equi­
librio.
Una modificacién de este método util cuando se trata de fijacio^  
nés de baja afinidad consiste en medir la cantidad de ligando que hay 
en el sedimento de macromolécula, haciendo la correccién del mismo — 
que hay en el liquide interpuesto. Aqui la concentracién de ligando 
en el liquido centrifugado nos da la del mismo libre en el equilibrio 
mientras que la cantidad en el sedimento, en el que también se raide 
cuanta macromolécula ha precipitado nos da directamente la concentra 
cién de ligando fijado.
Existe una posible perturbacién de las condiciones de equilibrio 
durante la centrifugacién debido a la variacién de concentracién que 
experimentan las macromoléculas y el que el equilibrio se alcanza en « 
tiempos muy cortos. Asf se han puesto en duda que las concentraciones 
de ligando libre y fijado raedidas como lo hacen Hayes y Velick (1954)
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corresponden a las del equilibrio inicial, siendo la primera menor - 
de la que corresponderfa a dste. (Schachman, I961). Sin embargo las 
representaciones por nosotros obtenidas, como en el caso de la deshi^  
dogrenasa por Hayes y Velick (1954), la forma de la gréfica es simi­
lar a las obtenidas por otros mdtodos y el valor de los parémetros - 
obtenidos difiere de dste, no creemos que dste fuera del intervale — 
de error manejado. Sin embargo, teniendo dsto en cuenta es convenieti 
te el comprobar por otros mdtodos, preferibleraente diélisis, los re- 
Bultados de ultracentrifugacidn para estudios cuantitativos, para po^  
der luego usar usualmente dste, dada su gran comodidad.
Tdonica experimental.— Como ensayos previos antes de emplear el 
mdtodo con un antibidtico es convenient© previamente el conocer que 
en las condiciones de centrifugacién empleadas, los ribosomas al ceri 
trifugar desaparecen de una parte del tubo en la que nosotros vamos 
a medir la concentracién del antibidtico, y que consideraremos como 
concentracién de antibidtico libre en el equilibrio. Esto podemos 
cerlo, midiendo densidades dpticas a 260 nyi de alfcuotas de una solu 
cidn de ribosomas a la concentracién que vayamos a emplear, todo es­
te hecho inmediatamente de acabar la centrifugacién y con gran preoau 
cidn de que no sufran los tubes movimientos bruscos.
Si el antibidtico es de alto peso molecular conviene hacer con­
trôles de sedimentacién del mismo, procediendo como antes, pero emplean 
do antibidtico marcado en lugar do ribosomas.
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Asf mismo el tiempo de establocimiento de equilibrio que en nue^ 
tro caso no se puede medir ya que para los antibidticos empleados era 
mucho menor que el tiempo de centrifugacién.
Si los volümenes son pequenos, 0.1 a 0.2 ml, puede influir tam­
bien la evaporacién durante el tiempo de centrifugacién dado el vacfo 
de la cémara de la centrifuga. Para preveer ésto y el que durante la 
centrifugacién de pequenos volümenes los tubes se colapsen hemos emple^ 
do en ocasiones vaselina liquida que se pondaa sobre la solucién una 
vez alcanzado el equilibrio.
Es incomoda la recogida de sobrenadantes en estas condiciones, 
siendo lo mejor el cortar la parte del tubo que contiens la vaselina 
Por esto si el tiempo de centrifugacién no es muy largo y usando tu­
bes de buena calidad no es necesaria esta precaucién siendo aconseja^  
ble el poner grasa de vacio en la tapa del rotor y cerrar éste herra^  
ticamente.
Los tub os empleados en estas pruebas han sido de nitrato de celja 
losa, se atacan por etanol a mas de ^0 ^ (v/v), de volümenes 0.6 ml 
y 2.0 ml. En los priraefos se emplearon volümenes de 0.1 ml a 0.3 ml 
de solucién.
Distinguireraos las dos variantes utilizadas segün la afinidad - 
del antibiético sea muy baja o no, segün se desprendé de las pruebas 
previas.
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Cuando las cantidades de antibiético fijadas representan més del 
25 ^ de la total anadida, se utilizé el método de poner contrôles - 
exactes a los tubos con ribosomas pero sin elles, que nos darfan la 
concentracién total de antibiético présente. Disminuyen los erreres 
si se preparan dos soluciones, una con ribosomas y otra sin elles - 
que se anaden con la misraa pipeta a todos los tubes. las soluciones 
de volumen variable pueden secarse a vacio previamente en el fonde de 
los tubes para lo que cuando sea posible sean con un solvents volatil 
como etanol. En este caso la centrifugacién a I5O.OOO g. no necesita 
prolongarse mas de 2 horas para que haya garantis, de que en el tercio 
superior del tubo no haya nada de ribosomas. Se toman alfcuotas de - 
estos inmediatamente de jarar la centrifuga y de los tubos contrôles.
Cuando el porcentaje de radioactividad fijada, incluso al auraen 
tar la concentracién de ribosomas no supera el 20 ^ del total employ 
mes esta variante. Junto con los tubos problema centrifugaraos otros 
iguales con la séla diferencia de que ademés llevan una concentracién 
de antibiético no marcado en una proporcién lo suficientemente alta 
con respecte al marcado para asegurar que alcanzada la saturacién de 
los ribosomas, la actividad especifica ha disminuido de tal modo que 
la fijacién fuera menor de I a 2 ^ de la problema. En este caso ambas 
series de tubos se centrifugan a 15O.OOO g. 3 a 4 horas. Se toman al^ 
cuotas de la parte superior de los tubos problema y se toma cuidados^
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mente toda la solucidn restante de les mismos, asi como la de les tu 
bos contrôles. Se enjuagaron r^pidamante con la solucidn salina emple^ 
da frfa una o varias veces, segun la radioactividad présenté, el tube 
y se escurren. Los tubos humedos con les sedimentos se ponen a vacio 
hasta tôtal sequedad. Se anade entonces una alfcuota de agua a todos 
y se resuspenden los ribosomas agitando en un mezclador. Del resusperi 
dido se tomard una alfcuota para raedir radioactividad y otra para — 
leer densidad dptica a 260 mjjL, la diferencia entre los tubos problema 
y los correspondientes contrôles con exceso de antibidtico no marca— 
do nos dardn la concentracidn de antibidtico fijado excluyendo el in 
terpuesto en la solucidn que erabobe al sedimonto que serd la concen- 
tracidn de los tubos contrôles. Conocida la concentracidn de ribosomas 
tornados de la lectura de densidad dptica y la concentracidn de anti— 
bidtico libre del lîquido libre de ribosomas, tenemos los datos del 
equilibrio con las restricciones indicadas.
En el caso de que no sea posible anadir la necesaria concentra- 
cidn de antibidtico no radioactive por escasez, solubilidad etc., pujs 
de hacerse el anadir distintas concentraciones del mismo para una - 
constante del radioactive, extrapolando a concentracidn infinita de 
antibidtico no marcado. (Wolfe y Hahn, I965).
Método de fiiaci6n por filtracidn.
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Fundamento.— Consiste este mëtodo en separar los ribosomas por 
filtraoidn de la solucidn a travds de membranas de nitrate de celulo^  
sa (Millipore) a bajo vacîo, con lo cual aquellos quedan adsorbidos 
a las membranas* Despues de lavar el filtre con la misma solucidn — 
para quitar el ligando no fijado, puede medirse en ellos la radioac­
tividad debida al ligando unido a los ribosomas con la correspondien 
te correccidn para la radioactividad retenida en el filtre sin ribo­
somas. B^ sicaraente el mdtodo es iddntico al ideado por Nirenberg and 
Leder (I964) para estudiar fijacidn de aminoacil-tRNA a ribosomas, - 
Ya que la rotencidn se hace por adsorcidn de los ribosomas y no por 
tamizacidn al emplear este mdtodo, ha,y que tener en cuenta que los - 
filtros sdlo pueden retoner una cierta cantidad de los mismos sobre- 
pasada la cual una vez saturados^los dejan pasar. Una relativa solu­
cidn puede ser el empleo de dos filtros superpuestes.
En seguida se aprecia que este mdtodo si bien es util para prue 
bas cualitativas no es generalmente vdlido para medidas cuantitativas 
absolutas, en primer lugar por la parcial rotencidn de ribosomas y — 
en segundo porque los diluciones que suponen el paro de la fijacidn 
y los lavados del filtre alteran totalmento la mayorfa de los equiH 
brios de fijacidn. (excepcidn de los de gran afinidad).
Es importante el ensayo de rotencidn de ribosomas y el de mant^ 
ner el flujo que provoca la succidn, estabilizdndolo el tiempo que -
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dure el expérimente, por medio de la regulacidn del vacio.
Técnica experimental,- En este trabajo se ha utilizado con fines 
cualitativos. Despues de alcanzado el equilibrio de fijacidn se diluia 
la solucidn 0,1 a 0,2 ml con 3 ml de solucidn standard empleada a - 
OoC. Se anadia despues de agitar la dilucidn a unas "chimeneas" de — 
vidrio que portaban los discos de membrana y que estaban adaptados a 
kitasatos por los que se hacia un*ligero vacfo regulado de forma que 
la velocidad fuera de aproximadaraente I ml por minuto, Seanadia por 
dos veces la misma solucidn, a los tubos para lavarlos y se hacfa p^ 
sar por los filtros tarabién. Una vez filtrado todo el liquide, se sje 
caban los filtros bajo una Idmpara infrarroja y se adherian a planchje 
tas de aluminio, en las que se media la radioactividad en un conta- 
dor de gas Nuclear Chicago.
Mdtodo de ultrafiltracidn a presidn por membrana Diaflo,
Pundamento.- Consiste simplemente en separar, una vez estableci^  
do el equilibrio, los ribosomas del reste de la solucidn, Ya existian 
radtodos de filtracidn con esta finalidad, como es el descrito para - 
discos de Millipora (Niremberg y Leder I964), que como vimos no re_ 
tiene ya cuantitativamente los ribosomas para concentracidn do éstos 
no muy altas, y no nos sirve con fines cuantitativos, o como el de - 
filtracidn por membranas de celofan a presidn que requiers tiempos —
largos (Liao y Putterraan, I969), Los distintos tipos de membranas - 
Diaflo poseen un poro de tamano gradualmente distinto, lo que permi­
ts me di ante la eleccidn apropiada do uno de ellos el separar una s mjo 
léoulas de otras de distintas dimensiones, El que el tamano del poro 
tenga una relativamente amplia gama de valores parmite coordinar la 
separacidn de varias moldculas de tamano distinto con la rapides en 
la filtracidn. El que la seleccidn sea por tamizacidn évita la satu- 
racidn de la membrana, caso de las membranas de Millipore y de todas 
las que como ella retengan por adsorcidn, aunque para pequenas supe^ 
ficies de membrana a altas concentraciones de ribosomas la filtracidn 
se hace muy lenta.
Este mdtodo para fines cuantitativos présenta el mismo inconvé­
nients que el de separacidn de ribosomas por centrifugacidn, Variacidn 
de concentracidn de ribosomas durante la centrifugacidn. Sin embargo 
como veremos en este caso, es posible el ir midiendo la concentracidn 
del antibidtico en el filtrado durante el proceso y evaluar la signi^  
ficacidn de este efecto que en el caso de cloramfenicol es desprecia^  
ble. Otras posibles fuentes de error son la adsorcidn del antibidtico 
a la membrana o la retencidn de antibidtico en el agregado de riboso^  
mas que quede sobre la membrana.
Existen descritos diferentes diapositives para llevar a cabo — 
filtracidn por estas membranas, adecuadas para aplicacidn de altas -
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presiones o bien acelerarla por centrifugacidn. (Blatt, Robinson y - 
Bixler, I968; Paulus 1969; Bowers y Haschemeyer I968).
De ellos, el de Paulus estd disenado para medir fijaciones de — 
ligaiv^ ios radioactives a pequenas concentraciones de macromoléculas 
por filtracidn a presidn a travds de membranas Diaflo en una cdmara 
disenada por el autor, que permite la fijacidn simultdnea de varias 
muestras, simultaneamente. Las membranas, en las que se han deposi— 
tado la macromoldcula y el ligando a ella fijado, despues de lavadas 
por su parte inferior manteniendo la presidn, ^on introducidas en un 
liquide de centelleo y se cuenta su radioactividad. De esta medida 
descontando la radioactividad de la solucidn que embebe el filtre, — 
se obtiene la cantidad de ligando fijado, mientras que la del total 
es tambidn prdcticamente la libre en el equilibrio dada la baja con­
centracidn de macromoldcula.
El mdtodo claramente es de gran utilidad para fijacidn de escasa 
afinidad, sin embargo, nosotros hemos modificado ligeramente la cdm^ 
ra de filtracidn de modo que es posible tambidn el tomar filtrados. 
Simplemente ha consistido en ponef unos pequehos recipientes que me- 
diante una rosca cierran los tubos por donde sale el filtrado, pudien 
do asî recoger hasta O.5 ml del mismo. Asî la cantidad de ligando li_ 
bre se mide en el filtrado y la fijada restando la del filtrado de — 
la total.
Tdcnica experimental.- Previamente hicimos pruebas de retencidn 
de ribosomas y velocidad de filtracidn con varies tipos de membrans. 
Ensayaraos distintos tipos de membranas;PM 10 que retiens particulas 
de peso molecular mayor a 10.000; PM 30 que retiene desde pesos mol^ 
culares de 30.000, XM 50 y XI>Î 100 que retienen respectivaraente part^ 
culas mayore8 a 50.000 y 100,000 respectivamente.
Teniendo en cuenta las presiones que pueden soportar las distin
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tas membranas, se ensayaron a 1.5 Kg/cm los tipos antesfinuraerados.
En los cuatro la densidad dptica del filtrado era raenor del  ^% de ^ 
la total, sin embargo en el caso de las membranas Xf4 100, de mayor — 
poro, en rauchos de los casos el paso de ribosomas es total incluso a 
presidn de Kg/cm , no sabemos si por fragilidad o mal estado de nue^ 
tra membrana.
Asf pues elegimos XI<Î 50 y ensayamos a distintas presiones con - 
objoto de aumentar la velocidad de filtracidn que a 1,5 Kg/cm es de 
0 .2 ml por bora en nuestro aparato, sin danar la membrana.
Se probd a 3> 4 y 5 Kg/cm con una concentracidn de ribosomas - 
de 5 mg/ml, y en ningun caso la densidad dptica en el filtrado pasaba 
del  ^^ de la total. Ya a 5 Kg/cm habfa gran pdrdida de presidn en 
el aparato y se optd por hacer las determinaciones siguicntes a la — 
presidn de 4 Kg/cm , al cual la velocidad de filtracidn inicial era 
de 0 .3 ml por hora.
Encontradas unas condiclones de trabajo procedimos a medir la -
posible adsorcidn de (^ C^) CM a la membrana XI.Î ^0, (^^ C) CM en las -
-7 -7condiciones de fijacidn y sin ribosomas a 2 x 10 M, 5 ^ 10 M y - 
10  ^M mantenfa el 95 ^ de su concentracidn en los primeros 0.05 ml 
de filtrado.
A continuacidn se probd la retencidn de (^ C^) CM a membranas en
presencia de ribosomas. Asf a unas concentraciones de (^^ C) CM de - 
—6 —6
10 M y 2 X 10 en las condiciones usuales con una concentracidn -
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de ribosomas de 5 mg/ml en tubos control se anadid ( C) CM a una con
centracidn de 10  ^M. Mientras en los tubos con (^ C^) CM solamente -
12habfa un 44 ^ de retencidn en el caso de tener tambidn ( C) sdlo 
un 2 ^ de retencidn en los 0.075 ml primeros de filtrado. Asf juzga- 
mos que era necesario el emplear contrôles de atraparaiento en el ca­
se de usar CM.
Con objeto de ver si con este mdtodo se producirfa una posible 
variacidn del equilibrio durante la filtracidn hicimos un èxperimein 
to de fijacidn en el que filtrando 0,3 ml una solucidn de ribosomas 
a 4 mg/ml coh 2 x 10  ^M de (^ C^) CM, a 4 Kg/cm^ se tomaron alicuo- 
tas de 0.02 ml del filtrado segun iba pasando la membrana a los 10, 
15, 30 y 40 minutes no observdndose variacidn en su radioactividad. 
Paralelamente se tomaron alicuotas del liquide sobre el filtre en - 
las que se midid la densidad dptica y asf mismo no se observd varia
cidn en la misma a lo largo del tiempo de filtracidn, a pesar de la 
roduccidn de su volumen. Asf pues parece ser que los ribosomas se - 
van quedando adheridos a la membrana segun va filtrando la solucidn 
de modo que el aumento de concentracidn que experimentan, no altera 
el equilibrio de fijacidn. La representacidn de la isoterma de fij^ 
cidn para CM obtenida por dste mdtodo corrobora el resultado anterior
Se ha usado una presidn obtenida con nitrogeno de 3 a 4 Kg/cm 
Los voldmenes de filtracidn variaron entre 0,1 a 0.3 ml que se po­
nen sobre los filtros una vez acabada la incubacidn, pudidndose re­
coger el 50 ^ del volumen puesto.
Como precauciones casi obvias podrfa dooirse el anadir un poco 
de grasa de silicona en los tubos disenados para lavado del filtre 
Paulus (1969) para evitar que saïga el filtrado por los mismos. Cuan 
do los volumenes son de 0,1 ml el filtrado queda adherido a la parte 
inferior de la membrana. En el caso de raedir radioactividad en membra^  
nas, hacer contrôles que "quenching" y tener precaucidn de que toda 
Iq solucidn quede sobre el filtro y no por las paredes.
Mdtodo de sedirnentacidn para solucioncs con etanol.
Fundamonto.- El objeto de este mdtodo es el poder relacionar las 
medidas de fijacidn con las de reaccidn de fragmente con etanol. El 
que los ribosomas a la concentracidn de etanol de 33 ^ (v/v), que es
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la que se emplea en esa reaccidn, sedimenten fdcilraente por centrifja 
gacidn a bajo numéro de gravedades nos permite el obtener comodamente 
su separacidn de la solucidn de fijacidn. Varies son los inconvenien 
tes que a primera vista présenta esta tdcnica: asf en primer lugar — 
parecerfa que debido a la agregaoidn de los ribosomas, a pesar de — 
que los ribosomas sedimentados con etanol conservan toda su activi- 
dad para las pruebas ensayadas, se producirfa una distorsidn de los 
mismos que harfa de la fijacidn un artefacto. Por otro lado podrfa - 
tener el inconvénients de atrapar el antibidtico entre los ribosomas 
de modo que impidiera la reversibilidad de su fijacidn si la hubiera 
y por Ultimo presentarfa la posible variacidn del equilibrio durante 
la sedirnentacidn que lo imposibilitarfa para estudios cuantitativos 
absolutos. Sin embargo en las condiciones empleadas al hacer los co- 
respondientes contrôles de estos posibles inconvenientes encontramos 
que las fijaciones de antibidticos estudiados llevados a cabo en pr^ 
sencia de 33 ^ de etanol, comparados con la que se hicieron en su — 
ausencia no presentan modificacidn sustancial en el numéro de sitios 
de fijacidn aunque como serfa de esperar las afinidades se modifican 
Este resultado junto con que estas fijaciones se correlacionan sus- 
tancialmente en cuanto a interacciones de unos.antibidticos con otros 
cosa que no ocurriria si las fijaciones no ocurrierah en el mismo s^ 
tio del ribosoma con o sin etanol, nos permiten dar generalidad,alas
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relaciones con este mdtodo obtenidas. Es mas, cuando la afinidad sieja 
do pequena aiimenta considorablemente, caso de LM para ribosomas de - 
E. Coli, nos permite el estudiar con facilidad fijaciones difioilmen 
te cuantificables. En cuanto a la reversibilidad hemos visto, se con 
serva para CM y LM y ER, dado que etanol aumenta mucho su afinidad, 
su comportamiento parece irreversible por la lentitud de su reversidn 
y por ultimo en lo que respecta a la posible distorsidn del equili— 
brio por la variacidn de concentracidn que exporimentan los ribosomas 
durante la sedirnentacidn para los antibidticos aqui estudiados, la - 
forma de las representaciones para las isoterraas de fijacidn presentan 
la misma forma tanto en presencia de etanol como en mdtodos como di^ 
lisis en equilibrio libres de esta posible distorsidn. Estos result^ 
dos nos han permitido el emplear el mdtodo de etanol para estudios — 
cuantitativos, que comparâmes con las cindticas de reaccidn de fragmeri 
to.
Tdcnica experimental.— Como en el caso de centrifugacidn se han 
empleado dos variantes dependiondo de la afinidad del antibidtico ein 
pleado: a) Medir radioactividad en solucidn despues de sediraentar -
los ribosomas y en tubos de control sin dstos, b) Medida de radioac_ 
tividad despues de centrifuger en solucidn y en sediraento una vez 1^ 
vado, para antibidticos de muy baja afinidad.
a) Cuando aplicamos este mdtodo es necesario hacer dos pruebas de -
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control: De separacidn de ribosomas y de no variacidn de concentracidn
de antibidtico en la solucidn debida a efecto de la separacidn de —
los ribosomas. Para el equilibrio hay que tener en cuenta la concentra
cidn de ribosomas ya que cuando es menor de I a 2 mg/ml o sobre pasa
los 25 mg/ml la sedirnentacidn puede no ser total. En los experimentos
aqui normalmente utilizados, con concentraciones de ribosomas de 4 a
10 mg/ml una centrifugacidn de I5 minutes a 50OO g es suficiente para
sedimentar mas del $8 % de los ribosomas. En cuanto al segundo, cuan
do 86 hace la fijacidn con varias concentraciones de (^ C^) CM o (^ C^)
12 12
LM y en tubos control aderads un exceso de ( C) CM o ( C) LI»I respec_ 
tivamente que reduce la fijacidn a mènes del 2 ^ no se observa en niii 
gun caso, para 5 mg/ml de ribosomas que en dichos tubos contrôles h^ 
ya variacidn de concentracidn de antibidtico respecte a los tubos que 
no lievan ribosomas, por efecto de la sedirnentacidn de los ribosomas.
Las condiciones usuales del ensayo han side el desecar los anti^  
bidticos présentes en tubos cdnicos de vidrio o de ultracentrifuga — 
de nitrate de celulosa y anadir O.IO d O.I5 ml de una suspeneidn de 
ribosomas en las condiciones idnicas standard con etanol al 33 ^ — 
(v/v). Paralelamente en tubos contrôles tambidn con los antibidticos 
se ahadid el mismo volumen de solucidn standard sin ribosomas. Se — 
incubaron a O^C 30 minutes, tiempo suficiente como se controld para 
alcanzar el equilibrio, los antibidticos empleados, transcurridos -
cuales se centrifugaron 15 minutes a 4OOO — 5OOO g. en cdmara fria a 
4®C, tomdndose 0.075 ml 6 O.lOO ml de solucidn de estos tubos y los 
contrôles. Se mide densidad dptica a 260 mp de la suspensidn de ribjo 
soraas empleada.
b) En caso de muy baja afinidad del antibidtico por el ribosoma, de^ 
pues de desecar en tubos de ultracentrifuga de 0.6 ml de capacidad, 
el antibidtico radioactivo, y de los otros antibidticos no raarcados 
cuando se emplean, y tambidn en contrôles que llevan antibidtico ra­
dioactivo y exceso de no marcado, se incubaron volumenes de O.I5O a
0.200 ml de una suspensidn de ribosomas en solucidn standard con et^ 
nol como anteriormente. Estos tubos se centrifugaron 20 minutes a —
150.000 g con objeto de obtener un sedimento muy compacte. Se toma— 
ron alicuotas de la solucidn en el caso de los tubos problema, se tjo 
ma cuidadosamente todo el exceso de solucidn restante de estos tubos 
y toda la de los contrôles. Se enjuagan rdpidamente todos dos o très 
veces con solucidn standard con etanol frio con objeto de no alterar 
en lo posible el equilibrio de fijacidn. Una vez escurridos los tu— 
bos se desecan a vacio hasta total evaporacidn del liquide. Se anade 
un volumen de O.I5O ml de agua y se resuspenden en mezclador los ri­
bosomas. De estos se toma una alicuota para medir radioactividad y 
con liquide de centelleo de Bray y otra alicuota para raedir densidad 
dptica a 260 mji que nos indicard la concentracidn de ribosomas.
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Cdlculos
a) Consideraciones générales y datos.
Hemos aplioado a los datos de fijacidn obtenidos en este trabajo 
el tratamiento materadtico normalmente empleado para la fijacidn do 1^ 
gandos a macroraoldculas.
Considérâmes a los ribosomas de E. Coli MRE 600, 70S y a sus su 
bunidades 5OS como macromoléculas de peso molecular 2.65 x 10^ y ~ 
1*55 ^ 10^ respectivamente (Hill, Rosetti y Van Holde 1969 a, Hill, 
Thompson y Anderegg 1969 a ; Hill, Anderegg y Van Holde 1970), ya que 
las determinaciones de estos autores han sido hechas con los mismos 
ribosomas obtenidos en condiciones idnicas similares a las nuestras. 
Las medidas de densidad dptica se hicieron en cubetas de cuarzo de —
I cm de espesor, en un espectrofotdraetro UNICAM.
El coeficiente de extincidn de los ribosomas y subunidades se — 
tomd E « 166 (Tissiers y col. 1959), de modo que una densidad d^ 
tica a 260 rap de I.O para un camino de luz de I cm corresponds a 60 
pg/ral de aquellos.
Estas particules presentan, en las condiciones de pH empleadas, 
carga negative debido a los grupos fosfato de su RNA, sin embargo a 
las concentraciones de Mg'^y K*^  empleadas estos grupos estdn neutra— 
lizados por ambos cationes, primordialmente por Mg"^ (Goldberg 1966, 
Choi y Carr, 196?)• Asf pues en los casos estudiados en los que los
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antibidticos se fijan en forma idnica, ya que los ribosomas se encueri 
tran prdcticamente en estado neutre no introducimos el factor de co­
rreccidn para la constante de asociacidn que se ha empleado en el c^ 
so de fijacidn de sustratos idnicos a macromoléculas cargadas. (Scajb 
chard, Coleman y Shen, 1957)*
En las expresiones de equilibrio se han empleado concentraciones 
en lugar de actividades, ya que la diferencia entre ambos es despre<i- 
ciable frente a los errores expérimentales.
b) Representacidn de las isotermas de fijacidn.- De los expérimentes 
de fijacidn obtenemos los valores de concentracidn de antibidtico li^  
bre en el equilibrio (a ) que la de antibidtico fijado que junto con 
la concentracidn de ribosomas nos permite calcular el parémetro V -
que BO define como el nüraero medio de moléculas de ligando fijadas —
, . , ,. , - moles fijados de li^ rando
por cada macromoldcula y que se médira V=
moles totales de macromoldcula
Con la concentracidn de ligando libre y V pueden hacerse distintas -
representaciones que se basan en transformer las ecuaciones de equili^
brio de las reacciones R A ^4- A ^  R A , K.= \ siendo
n~I ^  n 1 (R A^.j) (A)
la constante de asociacidn intrinseca.
Pueden presentarse très casos en la fijacidn de un antibidtico 
a un ribosoma.
I.- Que haya por ribosoma varies sitios de fijacidn para el mismo con 
idéntica afinidad e indepondientes unos de otros en el sentido de que
fijaciones en unos no ejercen influencia en posteriores fijaciones - 
en otros.
2.- Que haya por ribosoma varios sitios o grupos de sitios, con dis­
tinta afinidad y que sean tambidn completamente independientes.
3.- Que haya varios sitios por ribosoma para un antibidtico, que sean 
interaccionantes, de modo que la fijacidn en unos de ellos afecta la 
afinidad, aumentdndola o disrainuydndola de otros sitios.
Existen tratamientos matemdticos para estos distintos casos (r^ 
visiones Edsall y Wyman 1958? Tanford 196l, Steinhardt y Beyckok I9 6 4) 
Si 80 cumple I suponiendo que haya n sitios iddntiços con ccostante — 
de asociacidn K de la ecuacidn general de equilibrio se llega a 
V = ( I ) ? y Gn el caso de que se curapla 2 habiendo n^ -
sitios con constante do asociacidn se cumple V "Yf Pi(X7
Por ultimo en caso de existir interacciones se han propuesto varias 
aproxiraaciones, una de las cuales para sitios iddntiços interaccionari 
tes se sustituye la constante de asociacidn intrinseca K por kJ sien 
do K ‘= K e ^ en donde f (v) en una funcidn arbitraria de V sometd^  
da a ciertas restricciones ( Tanford 1961),
El andlisis de unos datos de fijacidn con objeto de conocer las 
constantes de asociacidn, el numéro de sitios para cada una de ellas 
e interaccidn que puede existir entre los distintos sitios, en gene­
ral comienza por suponer que existen una serie de sitios de afinidad
équivalentes e independientes entre si, representando entonces la -
ecuacidn (l) transformada de diverses maneras. Las mds usuales son la
recfproca o de Klotz -ï- = --   p -î- ; la de Scatchard (1949) -
V n K (A) n
= K ( n - V  ) y l a  logaritmica Log Kt- Log (A) = Log ---—  •
 ^  ^ n-V
La eleccidn de forma de representacidn debe venir condicionada
por la precisidn de los datos expérimentales y de la complejidad del 
sistema. Podria decirse que la representacidn logarftmica permite - 
una representacidn de una serie mds amplia de concentracidn que las 
otras y que la de Scatchard es estadisticamente mas fideligna que la 
recfproca (Wilkinson 1961, Douds y Riggs I965). Si la hipdtesis es 
oorrecta de que existen una serie de sitios iddntiços e independien­
tes de estas representaciones podemos deducir los valores de K y de
I I
n, asi en la reciproca para y-r = 0 el valor de la ordenada --  serd
W  y
I I ' _ I——  y para —  = 0, K y — •
En la representacidn Scatchard la intersecoidn con la abcisa v
da n y la intersecoidn con la ordenada K.n., asf mismo K es el valor
de la pendiente carabiado de signe.
Si las representaciones de las funciones anteriores no se ajus-
taran a las supuestas, se apartarfan do la linearidad en el caso de
la reciproca o la de Scatchard y de la forma siginoide tedrica en el
caso de la logaritmica indicando asf otras formas de fijacidn.
En el caso de haber varios grupos de afinidades iguales e inde-
pendientes la representacidn de Scatchard es la mds significativa, — 
por lo que con mayor precisidn la hemos elegido cuando ha sido posi- 
hle (Scatchard, Coleman y Shen 1957).
Cuando se trata de dos grupos de sitios con afinidades muy dis­
tintas es posible media nte extrapolacidn el calcular las constantes. 
para ambos (Blakë y Peacocke I968). En cualquier caso es posible en- 
sayar las modificaciones que se producirian sobre aquellas représenta^  
ciones mas simples por efectos electrostdticos en el caso de iones, 
o efectos comparativos por interaccidn entre varias fijaciones y asi 
ajuster nuestros datos expérimentales a las funciones tedricas. Asi 
para coopérât!vismo positive o de facilitacidn entre varias fijacio— 
nés (Changeux y Rubin I968) como para coopérât!vismo negative 0 de - 
impedimento (Levitzky y Koshland I969) se han representado curvas - 
tedricas.
c) Cuando dos ligandos distintos A y B corapiten reversiblemente por 
los mismos sitios de una macromoldcula de modo que no puede haber fi^
jacidn simultdnea de ambos se cuinpla que (3) donde
^A *  ^ A 1 ;
^  (4 ) es la constante aparente de fijacidn de A ps^
ra una concentracidn de (B) constante. Asi pues en estas condiciones 
para (B) constante las grdficas de Scatchard y reciprocas seguirdn e 
siendo lineales pero con un valor de ^ en lugar de K^ . Esta ecua­
cidn, por otro lado, puede qplicarse a analizar la posible competi-
cidn entre un ligando e iones de la solucidn asf para proflavina y — 
++
Mg por ribosomas (Miall y Walker I967).
Este resultado nos permite el conocer si A y B en efecto compi—
ten por los mismos sitios reversiblemente excluyéndose en su fijacidn
cuando para uno de ellos, sea B, no es posible el detectar directamen
te su fijacidn. A la vez permite medir su constante de asociacidn.
En efecto, supongamos que B es capaz de inhibir totalmente la fijacidn
de A. De (4) Kg = ( -gp—  - I ) (5). Si représentâmes la i so ter
ma de fijacidn de A, en ausencia de B y a varias concentraciones de
B de modo que (b ) en cada una sea prdcticamente constante, obtendreraos
para cada (B) un valor de K*^ y de (5) un valor para K^. Si para los
distintos (b ) K permaneco constante es indicacidn de que la hipdte- 
B
sis de competicidn es correcta. Este mdtodo fue aplicado por Klotz, 
Trivush y Walher (1948) para fijacidn de varias moldculas a albumina 
por competicidn con naranja de metilo. Si se cumplen estas relacio— 
nos es inmediato que
Vb ^  ^
d) En caso de que haya interaccidn entre dos ligandos, sean A y B, 
por los mismos sitios de una macromoldcula R de modo que puedan fijar 
se ambos simultdneamente segun el esquema.
K K
C
R BRA
De las ecuaciones do equilibrio en las que K^, K^ , y son las -
constantes de asociacidn, se cumple K x K = K K de modo que si
A C B D
la fijacidn de un ligando facilita o dificulta la del otro, la reci­
proca tambidn es cierta en el mismo sentido, se cumple:
_ Kjj (A)
B = 0 ° “Î+¥~XÂ7~ ^ I+K "(a )
A D
asî si medimos en ausencia de B y a concentracidn del mismo que —
sature R., se cumple para la diferencia, A V ,
"a <‘ > s  k l 
■ — i y r j  -  -mgx)
De esta ecuacidn es posible el calcular o constante modificada por 
otro ligando como se hard para CM modificado el ribosoma por PM.
e) . Energies de fijacidn,- Conociendo las constantes de asociacidn 
K, calculâmes las energies libres de fijacidn mediante la expresidn 
AGÔ = - RT en K, en la que A g  ^es el cambio de energîa libre stan­
dard, para una concentracidn unidad de los sitios, por mol de sitios
de fijacidn.
Ensayo de reaccidn do fragmente.-
Sustancialmente se ha seguido el mdtodo de Monro y Marcher (I9 6 7) 
extrayendo el producto de la reaccidn con acotato de etilo (Leder y 
Burstzyn I9 6 6). Se han empleado las condiciones idnicas y de pH stan 
dard: Tris-CIH pH 7,5 33 mM; (Ac)^Mg 13 mM; y CIK 270 ml«î con etanol 
a una concentracidn final de 33 ^ (v/v). Como sustratos se han emple^
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do CACCA-Leu (^H)-Ac ( o CACCA-Lou (^ "^ C)-Ac) y PM.
PM asi como los antibidticos inhibidores empleados se desecaron 
en los tubos previamente. Primeramente se comenzd la reaccidn anadieri 
do etanol y se pard la misma poniendo el mismo volumen de incubacidn 
de SO^Be 0.1 M saturado con SO^Mg. Con objeto de evitar una posible 
faso latente roquerida para que etanol modificara la conformacidn del 
ribosoma, influyendo en la reaccidn cuando se media a tiempos muy - 
cortos, { aunque este periodo latente no se detectd en 20 segundos), 
se comenzd por preinoubar los ribosomas en las condiciones idnicas y 
de etanol finales. Sobre PM y antibidticos cuando hubiera, se anadia 
una solucidn de CACCA-Leu-Ac en condiciones idnicas y do etanol fin^ 
les, se disolvian aquellas y se comenzaba la reaccidn anadiendo la — 
solucidn de ribosomas. Trans currida la incubacidn ds/tà^ se de ténia -
anadiendo un volumen de AcNa 0.3 M saturado con SO a pH 5*5? que
4. ' v;;.
probamos inhibe totalmente posterior reaccidn. Si no se indican otras 
condiciones la reaccidn se ha hecho segun estas ültimas. Se ponian — 
contrôles sin PM para seguir el curso de la posible hidrdlisis de - 
CACCA-Leu-Ac y otras reacciones secundarias, siempre se raantuvieron 
menores al 5 ^ de la reaccidn descontdndose en todos los casos.
Los volumenes de reaccidn fueron de O.I5O ml y 0.075 ml a los - 
que se anadid 0.100 ml de SO^Be o AcNa. Se extrajo Ac-Leu-PM con 1.25 
ml de acetato de etilo de los que se tomaba I ml en el que se media
la radioactividad anadiendo 2 ml de un liquide de centelleo (prepar^ 
do por disolucidn de 20 g, de BBOT <5 de 5 de butil—PBD en I litro 
de tolueno mas 250 ml de 2-metoxietanol).
Los tiempos de incubacidn oscilaron entre 20 segundos y 10 min. 
trazando la curva de reaccidn y tomando la tangente en el origen como 
velocidad inicial. Las rectas de experimentos do cindtica se ajusta- 
ron por el mdtodo de minimes cuadrados, calculàndose el coeficiente 
de correlacidn lineal y que en todos los casos superd el valor de - 
0.980.
Mdtodo de incorporacidn de feniialanina en sistema de E.Coli
Se ha empleado el ensayo descri to por Niremberg y Mattahaei - 
(1961). En tubos en los que previamente se han desecado a vacio los 
antibidticos indicados so pusieron 0.100 ml de una solucidn conte-
P p p
niendo Tris-CIH pH 7,8 a 5 % lO” M, (Ac)^Mg 1,5 % lO"" M, CIK 3xI0~
“ 3 / -2
M, pME 5 3C 10 , ribosomas de E. Coli a 1,5 mg/ml, PEP 10 M, PK a
O.I mg/ml, poli ü a 0.5 mg/ml, (^ C^) fenilalanil-tRÎTA 30.000 cpm/ml, 
GTP 1,2 X 10  ^H y extracto celular de E. Coli S  el diez por cien7 V - ...............
to diluido en la solucidn do reaccidn. Se pusieron tubos contrôles - 
sin poli U. Se inicid la reaccidn anadiendo el (^ c^) fenilalani1-tRNA 
y GTP en solucidn. Despues de la incubacidn a 37®C se anadid por tu- 
bo O.OI ml de albumina al y I ml de TCA 5 ^ frio, con lo que pre-
cipitan las protefnas. Se pusieron las muestras 15 minutes a 90^0 - 
para disolver dcidos nucleicos y se filtraron por filtros de fibra - 
de vidrio GP/c 6 GP/B lavando con TCA el filtro varias veces* Los — 
filtros una vez secados totalmente en Idrapara de infrarrojo se pusie^  
ron en tolueno con 5 <3.e butil-PBD y se midid radioactividad.
Preparacidn de ribosomas de E. Coli
Se partid de cdlulas de E. Coli MR 600, cepa que care ce de ribjo 
nucloasa I, lo cual évita un riesgo de dano del RITA ribosdmico. Estas 
fueron crecidas en cultive continue a 37®C en Microbiological Research 
Station, Porton, Gran Bretana. Se recogieron en fase logaritmica de 
orecimiento, el cultive se enfrid a 4®C, se sedimentaron a esta tempje 
ratura y se lavaron con solucidn conteniendo Tris-CIH 10 mlÆ, (Ac)^Mg 
10 mM a un pH de 7,4* Se volvieron a sedimentar y se congelaron rdpi^  
damente en porciones que se conservaron a -20@C.
El mdtodo seguido para la preparacidn de ribosomas es sustancial^ 
mente el descri to por Hishizuka y Lipraann (1966) siguiendo las postje 
riores modificaciones de Staohelin y col. (I969).
a) Ruptura de cdlulas y aislamiento de ribosomas.
Las cdlulas so trituran en raortero con alumina en proporcidn de 
2 gramos por gramo de cdlulas hasta consistencia pastosa. Seanadid - 
DNAsa purificada electrofordticamente (libre de RNAsas) con objeto —
de disminuir la viscosidad del medio y mejorar el rendimiento de ri­
bosomas unidos a membranas, en la proporcidn de 3 de DNAsa por gra 
mo de cdlulas. Se continud la trituracidn a la vez que se fud anadien
do lentamente tampdn A (Tris-CIH pH 7,5 10 niM, (Ac) Mg 10 mM, AcNH
2 4
100 ml'î y pLîE 5 mî<l) recientemente preparado hasta 20 minutes mds en - 
que se ahadid tampdn A hasta 3 ml por gramo de cdlulas*
El extracto se centrifugd a 50OO g. durante 30 min. durante los 
cuales se separan la alumina, las celulas intactas y grandes trozos 
de pared y membrana. La solucidn se centrifugd nuevamente para clari^  
ficaria de restes de membranas y otros residues durante 30 min. a -
30.000 g. obtenidndose asf el extracto crudo
b) Purificacidn de ribosomas.
En este punto se han seguido dos variantes, la I procédé a sep^ 
rar protefnas adheridas a ribosomas o tRNA y restes de raRNA, para lo 
cual tras sedimentar los ribosomas del extracto durante 120 min. 
a 150.000 g. se resuspenden estos, una vez quitada la capa de protei^  
nas que los cùbre, en un tampdn de baja concentracidn de iones Mg^^ 
y alta de iones (Tris-CIH pH 7,5 10 mM, (Ac)^Mg I mM, AcNH^ 500
mM y pME 5 mM). Se sedimentan agregados mediante una centrifugacidn 
a 30.000 g por 30 min. y recogen los ribosomas por sedirnentacidn — 
otra vez a I5O.OOO g por 120 min. Despues do lavar el sedimento con 
tampdn A y quitarie la capa de protefna que la cubre se resuspenden
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en un pequeho volumen de solucidn tampdn C (Ac) 1 0  mM, AcNîî^  100 
mM, Tris-CIH pH 7,5 10 mM, pME 5 mM), ya que se conservan mejor con- 
centrados, y se clarifican por ligera centrifugacidn a 2000 g por - 
10 minutos.
Con objeto de eliminar las cadenas peptidicas unidas al ribosoma 
como peptidil-tRNA si no se indica lo contrario se incubaron con 0,1 
mM PM 10 min. a 37®C (Traut, Maden y Monro, 1968). Para eliminar la 
PM se dializaron a OoC 8 horas frente a un exceso de 200 veces el — 
mismo tampdn. Este tratamiento al eliminar el peptidi1-tRNA de algu- 
nos ribosomas produce un aumento en la fijacidn de algunos antibid­
ticos, asî CM y LM probableraente por impedimento estdtico de aquel, 
como por ejeraplo se muestra en la figura H-I para LM.
El proceso de lavado se mejord, y asî se ha utilizado en la ma- 
yorîa del trabqjo presentado, este mdtodo aplicando la modificacidn 
empleada por Staehelin (1969). El extracto se colocd cuidadosamen 
te sobre igual volumen del tampdn: Tris-CIH pH 7,5 20 mM, (Ac)^Mg 20 
mM, AcNH^ 500 mM y pMÎC 5 mM, en tubos de ultracentrifuga. Asî se cen 
trifugd durante 7 horas 30min. a 145*000 g. El sedimento se lavd y — 
clarified como se indicd anteriormente aprecidndose raenos contamina— 
cidn de protefna que se retiene en la sacarosa. En este caso se incu_ 
bd el extracto previamente con PM 0.1 mî-î 30 min. a 37®C, en es­
tas condiciones existe traslocacidn de peptidi1-tRNA y mayor eficier^
1000
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M-I Efecto del pretratamiento con PM en posterior fijacidn de 
(^ C^) LM a ribosomas de E. Coli. Datos de un experimento de sedimen- 
tacidn con etanol. De 
ta 3 horas a
tampdn standard durante 12 horas a 0@C (•— ••). Otra alicuota se s_o 
mete a las mismas operaciones en ausencia de PM (o— *o)* Ribosomas 
de ambas alicuotas se ponen a 9 mg/ml en solucidn standard con 33 % 
de etanol. Se représenta la fijacidn que hay en una alfcuota de 0.1 ml
ribosomas de un mismo lote una alfcuota se tra^  
0@C con 10"^ M de PM y luego se dializa frente a solucidn
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cia en el tratamiento por PM.
Los ribosomas obtenidos por ambos métodos se distribuyeron en — 
pequenos volunienes que se conservaron en nitrdgeno liquide no conge- 
l^ndose otra vez ante de su uso. La concontracidn do ribosomas se 
de por densidad dptica a 260 mjj. en la que tienen un coeficiente de - 
extinoidn tal que 17 mg/ml corresponde a I unidad de densidad dptica
Préparaci6n de subunidades ribosdmicas 50S,
Se erapled el método de Staehelin (19^9) que sustancialmente con
siste en soraeter a los ribosomas a bajas conoentraciones de iones I«Ig
y alias de iones IJE y posterior separacidn en gradients de sacarosa
4
a) Disociacidn de particules 70S,- El sedimento de ribosomas obten^ 
do del modo indicado se resuspende en pequeno voluraen de solucid» — 
tampdn (Ac)^Mg O.I mM, AcKH^ 500 mM, Tris-CIH pH 7,5 20 mîî y a contj^  
nuacidn se dializan durante 5 boras a OOC frente a una solucidn (Ao)^ I'Ig 
I mM, AoNîî^  500 mM, Tris-Clîl 20 mM, pME 5 pH 7,5 cuidadôsament© - 
ajustado ya que para valores menores de pH la separacidn do subunid^ 
des no es tan buena. Se diluyen los ribosomas bas,ta 30 ml en el misrao 
tampdn de modo que tengan una concentracidn final de 3 mg/ml, Sin - 
que sea mayor pues esto repercutiria en la pureza de 5OS,
b) Separacidn de subunidades.- En tubos de rotor Spinco SW 25-2 ,
se preparan gradientes lineales de sacarosa a partir de volumenes igu^
les de soluciones de esta al 25 ^ y 7 ^ ©n (Ao)gMg I mM, AcNH^ lOOmM
-3
Tris—CIH pH 7,5 10 mM y pME 5 10 M. Sobre este gradients cuidado^
samento se prépara otro con 10 ml de solucidn de sacarosa al 4 ^ en 
este tampdn y 10 ml de ribosomas dializados en las condiciones ante- 
riores.
La preparacidn de los gradientes se hizo en aparatos como los — 
descritos por Mo Conkey (1967), tras dejar estabilizar los gradien­
tes una o dos horas se centrifugaron durante I6 horas a 24.000 rpm, 
a 2QC. Efectuada ésta tras procéder a recoger la banda de subunida­
des 30s que aparecen en la parte media baja del tubo con una pipeta 
en U si interesara, se descarta la solucidn que cubre el pequeno s^ 
dimento de subunidades 5OS, Se lava dste ligeramente con agua para - 
disminuir sacarosa y posible resto de 5OS y se resuspende en un pe— 
queno volumen de la solucidn tampdn C# A continuacidn se clarifican 
por centrifugacidn corta a 2000 g. y se descarta el sedimento. Se — 
raide la concentracidn por su densidad dptica, se toma una alfcuota 
para analizar su pureza y se conservan en nitrogeno liquide sin per- 
der su actividad en meses,
c) Prueba de pureza.- Se lleva a cabo por registre del perfil de - 
densidad éptica de un gradients lineal de sacarosa sobfe el que se - 
ha puesto una pequena porcidn do 5OS obtenidos. En tubos de 6 ml de 
rotor SW 50 de Spinco se forraan gradientes lineales de 5 ml con soli:
clones de sacarosa de 20 y 5 ^ en una solucidn de (kc)^’lg I mM, Ac 
NH^ 100 mI4, Tris-CIH pH 7,5 10 mM que evitan agregados de subunidades 
Sobre ellos se coloca cuidadosaraente O.I ml de solucidn de 50S a 0.5 
mg/ml en (Ac)^Mg O.I mM, AcNH^ 100 mM, Tris-CIH pH 7,5 10 mM.
Se centrifuge 90 min. a 150.000 g. a 2^0 y se hace el perfil de 
absorcidn de densidad dptica en un esprectrofotdmetro Isco con regi^ 
tro. En la figura M-2 (a) aparece el perfil de un lote de 503 obteni^  
dos. Puede apreciarse que la contaminaci(5n de 303 es muy baja y en — 
general mener del ^ ^ de densidad dptica.
Preparacidn de ribosomas de B. Subtilis.
Las cdlulas de B, Subtilis W - 23 se cultivaron en Microbiologie 
cal Research Station, Porton, Gran JBretana. Hosotros hemos seguido — 
el método descrito por Takeda y Lipmann (1966), ensayando el efecto 
de anadir varias conoentraciones de NH^para obtener mejor lavado de 
ribosomas en actividad para fijacidn de antibidticos. La obtencidn - 
de ribosomas se efectud entre 0 y 7®C. Anadiendo a las células el — 
triple de su peso de polvo de vidrio Balotini y el doble de solucidn 
tampdn A ( Mg'*:"^ 10 mM, HH^ 100 mM, Tris-CIH pH 7,4 10 mM y sinpME) 
se trituran en un homogeneizador Virtis 9 a una velocidad aproximada 
de 40 .000 rpm durante 9 min. interrumpiendo cada minute para evitar 
que la temperature suba de 7®G. Se extrajo la pasta obtenida por dos
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M-2 (a)-Pureza de 50S de E. Coll.- Perfil de un gradiente de -
sacarosa lineal 20^ , 5^ en solucidn 0,1 mlvl (Ac) 2 Mg; 100 mM AcNH^; - 
10 mM Tris-CIH pH 7,5, de O.O5 mg de 5OS obtenidos como se indica en 
métodos. Se centrifugé 90 min. a 150,000 g, y se leyé en espectrofo- 
témetro Isco con registro.
(b) Estado de agregacién de ribosomas 70S en la solucién - 
tampén standard, 0.1 rag de 70S preincubados I5 min. a 0^0 en solucién 
tampén standard se pusieron en un gradiente como el de (a) en la rai^  
ma solucién standard. Se centrifugé 80 min. a I5O.OOO g. Se recogié 
como en (a).
veces con solucién tampén A, centrifugaraos el extracto 20 min. a -
10.000 g,, descartamos el sodimento y la solucién la centrifugamos a
30.000 g, 30 min, volviéndosa descartar este sedimento, El extracto 
lo sedimentamos 120 min, a 150,000 g, El sedimento de ribosomas
80 resuspendié una parte ( 8/10) an tampén A y la otra (2/10) en tarn 
pén B ( î-îg'^ '^I mM, 500 mîÆ, Tris-CIH pH 7,4 10 mM y 5 x Io"^ (3ME)
y paralelamente ambos resuspendidos se clarificaron por centrifuga- 
cién 30 min, a 30.000 g,, volviéndose a centrifugar las soluciones - 
150 min. a 150,000 g, Ambos sedimentos so resuspenden en tampén A y 
se clarifican I5 min. a 2000 g. El rondimiento os de 2,5 ^ en peso.
Se conservaron on nitrogeno liquido. La labilidad do estos ribosomas 
es grande a las conoentraciones iénicas altas, asf los ribosomas la- 
vados a ITH^ 500 mM mostraban un 25 ^ mener capacidad para (^ C^) CM,
Preparacién de ribosomas de Anacystis Montana.
Las células nos fueron donadas por el Dr, Rodriguez-Lépez y fu<3 
ron obtenidas segun se describe por Rodriguoz-Lépoz y Vdzquez (l9é8) 
Las células se rompieron en un fraccionador Ribi a 30.000 Psi en una 
solucién tampén (Ac)^Mg-10 mM, AcM^icomM, Tris-CIH pH 7,5 40 mM. Los 
restes celulares sedimentan por centrifugacién a 25*000 g, por 30 min 
La solucién so centrifugé por dos horas I5O.OOO g, y el sedimento tras 
resusponderse en la misma solucién tampén se volvié a centrifugar 2 h.
a 150.000 g, El sedimento se resuspendié en pequeno volumen del mismo 
tampén y se conservé en nitrogeno liquide,
Los ribosomas 80S de Saccaromyoes cerevisiae nos fueron donados 
por E. Battaner,
Estado de agregacién do los ribosomas en las condiciones iénicas 
standard.
Con objeto de conocer el estado de agregacién do los ribosomas 
en nuestros ensayos de fijacién hicimos la aproximacién de poner en 
gradientes de sacarosa con las condiciones iénicas standard riboso— 
mas preincubados en esas mismas condiciones y%a OOC. Dada la imposibi^  
lidad de con esta técnica obtener la resolucién necesaria si emplea— 
mes una concentracién de ribosomas similar a la de los ensayos de fi^  
jacién, erapleamos unas que son de 10 a 20 veces menores, aunque con^ 
cientes de que el estado de agregacién probablemente tiende a la aso_ 
ciacién al aumentar la concentracién de las particulas. Nosotros con 
el fin de probar esto pusimos varias conoentraciones do ribosomas, y 
aunque no obtenemos variacién en la proporcién relativa de 70S, 5OS 
y 30s no es el resultado muy significative dado el pequeno margen de 
conoentraciones empleado.
En la figura M-3 puede verse como de esos perfiles en los que 
se observa un 75 ^ en densidad éptica corresponde a 70S y probablemen
te, como hemos dicho sea mayor en las conoentraciones usuales para - 
los expérimentes de fijacién.
Preparacién de Leu-tRNA y fenilalani1-tRNA.
Se llevé a cabo por incubacién de tRNA de E. Coli en presencia
de aminoécido radioactive, moléculas suministradoras de energfa y -
sintetasas de E. Coli del extracto S  de esta^bacteria,
— — — —  150
Obtencién de extracto colular Se trituran con alumina -150
10 g. de células de E", Coli a O^C como en la obtencién de ribosomas.
Se procédé de la misma forma y una vez sedimentados los ribosomas e^ 
ta vez por centrifugacién a I5O.OOO g. por 5 horas se toma la mitad 
o el tercio superior de la solucién de lostubos, este extracto cons- 
tituye el S^^^ . Contiens ademés de moléculas pequenas, como amino^ 
cidos y nucleétidos, proteinas como son los factores T y G, asf como
las distintas sintetasas. Para elirninar los aminoécidos que alterarian
la actividad eepecifica del aminoécido radioactive ahadido, se dial^ 
za esta poroién por doco horas frente a 200 veces su voluraen de una
solucién que contenia Tris-CIH pH 7,5 20 mM, Cl^Mg 10 ml4, y |3ME 10 mM
El extracto se dividié en alicuotas y s© conservaron en nitroge^
no liquide uséndose en el memento de descongelarse.
Se le sometia a una prueba-de capacidad de carga con el aminoé— 
cido o aminoécidos para los que se iba a utilizer dada la distinta -
labilidad de las sintetasas especfficas de aquellas. Para elle se - 
anade tPNA y aminoacido radioactive, se precipitan dcidos nucleicos 
median,te ^cido tricloroacético 5 ^ frio y se filtran las suspensio- 
nes por discos de fibra do vidrio GP/B 6 GP/C, estiméndose en estos 
la radioactividad retenida que corresponde al tRITA cargado con amino^ 
cido.
La solucién de incubacién contenia (Ac)^ î*îg 10 mM, CIK 100 mI4, -
Tris-CIH pH 7,5 50 mM, PEP 4 mM, PK 60 ug/ml, ATP 2 mM, CTP 0.2 mM,
-5pIÆB 6 mM, aminoécido radioactive 6 x 10 M aproximadamente y tRHA 
4 X 10  ^M. A alicuotas de aproximadamente 0.1 ml se anadia el extrajc 
to problema en proporcién variable de 10 ^ a 30 ^ y se incubaba
a 37®C por 10 a 15 min. Se detenia la reaccién anadiendo TCA 5 ^ -
O^C en exceso, 1 a 2 ml y despues de agitar se pasé por los filtres 
de fibra de vidrio indicados, lavande los tubos y los filtres con - 
TCA frio por très veces. Se secaron éstos y se conté su radioactividad 
en liquide de centelleo toluene 5%c butil-PBD. Se calcula la efi- 
ciencia de carga considerando la proporcién .de tRîtA especifico del - 
aminoacido ensayado y de la actividad especifica de éste.
Reaccién de carga de tRîîA.- Una vez probado que las sintetasas 
para el aminoécido deseado son activas se procédé a la reaccién de - 
sintesis del aminoacil-tRHA. Para ello se incuba con el extracto S150
tRKA ya deacilado o bien se hidroliza en el laboratorio con élcali -
( von Ehrenstein 19^7), aminodcido radioactivo, ATP y su sisterna re— 
generador PEP y PK a partir de ADP aunque se puede prescindir de él*
Es necesario generalraente Mg^^ tampén y pIŒ para protéger los grupos 
sulfidrilo de las sintetasas de oxidacién. Asf para (^ H) Leucina, la 
solucién de incubacién contenia: Tris-CIH pH 7,5 50mM, (Ac)^ I‘îg 10 mM 
CIK 100 mM, pME 6 ml-î, ATP 1 mM, PEP 5 mM, tRNA deacilado de 10 a 20 
mg/ml Leu(^n) de 2 a  5 ^ 1 0   ^M y un 10 ^ aproximadamente del volu­
men total de de E. Coli. En otras incubaciones se prescindié de150 “ " "■ ’
PEP y PK poniéndose entonces ATP a 3 mM. Se incuba la solucién I5 min. 
a 37®G, un exceso de tiempo puede disminuir el rendiraiento, y se toman 
muestras de densidad éptica y radioactividad como contrôles do rend^ 
miento posterior. Se enfria la solucién a O^C que anade un 10 ^ de - 
BU volumen de AcNa al 20 ^ (p/v) pH 5,4*
Para desproteinizar la solucién se le anade su mismo volumen do 
fenol saturado de agua que esté destilado recientemente. Se agita fuer 
teraente durante 10 min a 4 - 5 ®G y se centrifuga la mezcla de 10 a 
20 min. a 4OOO g. para separar las capas. Los écidos nucleicos siguen 
disueltos en su mayor parte en la capa acuosa mientras que las prote^ 
nas se precipitan en la interfase. Se toma aquella y se vuelve a ex— 
traer de igual forma la capa fenélica con otro volumen de AcNa 20 ^ 
pîl 5,4. Se juntan ambas capas acuosas y ce precipitan los écidos nu­
cleicos anadiendo dos veces su volumen de etanol absolute a -20 0^. -
Se mantien© durante unas horas a -20®C y una vez precipitados se cen 
trifugan I5 min. a 5OOO g., se decanta el liquido y el precipitado — 
se resuspende en etanol puro y se vuelve a centrifugar de la misma - 
forma. De este precipitado se élimina el etanol por evaporacién a va 
cfo hasta total sequedad. Se disuelve en un poco de agua y se miden 
densidad éptica y radioactividad; usualraente la recuperacién del — 
tRNA es total y la carga se calcula teniendo en cuenta aquella, la — 
actividad especifica del aminodcido usado y la eficiencia del contador 
El aminoacil-tRNA se conserva en nitrogeno liquido.
Preparacién de CACCA-Leu-Ac.
Las secuencias del extreme 3*, al que va unido al aminoacido, - 
de los tRNA especifiCOS para leucina son GCACCA-Leu y GUACCA-Leu. Si 
digeriraos Leu—tRNA con ribonucleasa que es una endonucleasa que — 
hidroliza especfficamente enlaces internucleétidos entre el grupo - 
écido guanflico en 3*y el hidréxilo en 5*éol nucloétido adyacente.
Se obtendran los fragmentes CACCA-Leu y UACCA-Leu marcados en Leu. 
Cuando digerimos el Leu-tRlTA obtenido segun el apartado anterior tam_ 
bien se obtendrén otros fragmentes de distintos tRNA aunque no esten 
marcados. Es necesario pues para obtener una preparacién de gran pu­
reza al someter el digerido a una purificacién extcnsii^ a. Esta se — 
lleva a cabo por electroforesis de alto voltaje en papel como descri^
biremos. En la solucién de digestién se anade EDTA que estimula la — 
accién de RÎ^ Asa probablemente por quelar los iones divalontes que 
son inhibidores del ensima , Zn^^ ), Su pH éptimo es 7,5
pero para evitar hidrélisis de aa—tRNA la incubacién se hace a pH —
5,4 al cual su actividad es algo mayor que la mitad de la mdxima.
Se hicieron pruebas para observer que concentracién de enzima era 
la éptima para la obtencién de CACCA-Leu observéndose el digerido por 
autoradiografîa. Se encontré que en la proporcién I/2OO de enzima sus^  
trato a los 30 min. a 37®C este en su totalidad se habia transformado 
en los fragmentes anteriores casi en su totalidad'.
Una solucién standard contenia I5 mg de (^ c^) Leu-tRITA en un yo 
lumen de 0,5 ml, EDTA 2 mM, AcNa al 20 % (p/v) pH 5,4 al 2 ^ y RNAsa 
Tj 0.075 mg todo incubado a 37®C durante 30 min.
Acabada la introducién la solucién se fraccioné por electrofor^ 
sis de alto voltaje en papel VJhatman 3 mm aplicando un campo de —
50 volt/cm durante I80 a 240 min. en una solucién tampén de piridina 
0 .5 ^ (v/v) écido acético 5 ^ (v/v) en agua de pH 3,5* A este pH da­
dos los pK de los distintos nucleétidos y de leucina (Smith, 1967) , 
CACCA-Leu migra hacia el polo negative, mientras que UACCA-Leu lo h^ 
ce on diroccién opuesta. En la figura Met-3 (a) puede observarse une 
de los perfiles caractoristicos tras una digestion compléta de tRNA 
Leu. Se observa generalraente un pequeno pico al frente de CACCA-Leu
variable en proporcién de unas preparaciones a otras que pudiera ser 
Leu. La proporcién relativa de CACCA-Leu y UACCA-Leu dependo de los 
distintos tRNA empleados.
La electroforesis se hizo en un aparato de planchas metélicas - 
refrigeradas en su interior por su serpentin de agua basado en el de^ 
crite por Ingram y Shetton (1962) bien con la tira de papel inmersa 
en un tanque lleno de un liquide no polar, compuesto de hidrocarbures 
de petroleo, refrigerado a su vez por un serpentin de agua. La solu­
cién se puso en el centre de la tira de papel seco y se fué mojando 
en la solucién tampén por ambos lados de la muestra (Smith I967).
Para localizar las distintas zonas de.radioactividad se sépara 
una tira de O.5 a 1.0 cm do anohura, que so corta en fracciones de - 
I cm en las que se raide la radioactividad en toluene 5 buti1-PBD. 
Cuando la radioactividad proviene de ^^C es posible detectarlos en — 
un contador Geiger.
Localizadas las zonas, se cortan y se oluyen con agua a 4® - 5®G 
por capilaridad. Estes eluidos se liofilizaron bien en liofilizador 
de vidrio acoplado a bomba de aceite con nieve carbénica y acetona é 
en un liofilizador de refrigeracién eléctrica.
I)e es tos fragmentes CACCA-Leu se acetilo en el NH^ de leucina 
siguiendo bdsicamente el método de Haenni y Chapeville (I9é6). A un 
volumen de solucién de CACCA-Leu, comprendido entre 0.2 y 0*5 ml se
le anade un tercio de su volumen de AcNa I M pH 5 y & continuacién — 
manteniéndolo a O^C cada 40 min. se anade 1/3O de volumen total de — 
anhidrido acético por cuatro veces, El producto de la acetilacién se 
dosecé a vacio en liofilizador y se resuspendié en agua sometiéndole 
a electroforesis con el mismo tipo de papel, solucién tampén pH 3,5 
y campo eléctrico que anteriormente teniéndolo de 1 a 2 horas. En - 
figura M-3 (h) puede apreciarse un perfil caracteristico. CACCA-Leu 
Ao al ser neutralizada la carga positiva de Leu migra ahora a més — 
velocidad en direccién al cétodo, mientras algo de UACCA-Leu C que - 
arrastra CACCA—Lou, lo hace en la misma direccién pero con mayor ve­
locidad.
Hemos escogido CACCA-Leu por esta razén ya que al acetilarse el 
aminoécido y cambiar el sentido es probable que posibles nucleétidos 
que le acompanasen al no acetilarse vayan ahora en direccién opuesta 
a CACCA-Leu-Ac quedando éste mas puro.
Se localisé su zona, se corté, eluyé y liofilizé como anterior­
mente, cons ervéndoso en nitrogeno Ifquido.
M-3 (a ) Digerido de Leu-tRNA con RNAsa en condiciones descra^
tas en métodos. Perfil de radioactividad de fragmentes de una tira de 
papel Whatman 3 mm de electroforesis a pH 3,5, en campo de 60 volt/cm 
por 3*5 horas en tanque.
(b ) Pureza de CACCA-Leu-Ac.- Perfil de electroforesis en - 
mismas condiciones excepte que se tuvo 3 horas del producto de acetj^  
lacién de CACCA-Leu aislado por la electroforesis anterior.
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Materialos
Acidos, ‘bases y sales inorgdnicas, etanol absolute, toluene y - 
otros disolventos de Merck grade analftico. Tris (hidrosimetil) ami- 
nometano, ATP, GTP, Acido poliuridilico, fosfoenolpiruvato, de Sigma 
CTP de Miles, tRIîA de E. Coli B de General Biochemical y Schwarz, p- 
Mercaptoetanol de Serva. Puromicina de Nutritional Biochemical Corpo^  
ration grado analitico y de grade farraacoldgico de Serva para tratamieri 
to de ribosomas, butil PBD y BBOT de Ciba, CAB—0-SIL de Packard, - 
' PJTAsa Tj de Sankyo y Calbiochem, DNAsa I de Sigma. Piruvatocinasa de 
Sigma.
Tube do di^lisis Visking de Serva. Filtres de nitrato de celulo_ 
sa de Millipore. Filtres do fibra de vidrio GF/c y GF/c de Nhatman: 
inembranas para ultraf iltracidn Diaflo de Ami con. ■ .,
Productos radioactivost (^ lî) Leucina, (^ C^) Leucina,
14lalanina, ( c) Cloramfonicol de Radiochemical Center, Amersham,
14 f( c) Lincomicina fue amablemente donado por el Dr. G. B. Whitfield
(The Upjohn Company, Kalamazoo, Michigan U.S.A), asimismo (^ C^) Eri—
tromicina por el Dr. R.E. Me Kahon (The Lilly Research Laboratories,
Indianapolis, Indiana, U.S.A.). Del mismo modo (^ C^) Espiramicina I
nos fue donada por la Societd des Usines Chimiques Rhône-Poulene -
Paris.
El resto de antibidticos e inhibidores nos fueron donados por —
gentileza de 5
D-treo Cloramfenicol por Dr. J. Erlich (Parke Davis and Co. U.S.Aw) 
Lincomicina, Celesticetina, Clindamicina, Epiclindamicina y U24729A 
y Celesticetina por Dr. G.M. Savage (Upjohn Co. U.S.A.) Eritromicina 
por Lab. Abbot U.S.A., Espiramicina III, Neoespiramicina III y Foro- 
oidina III por Dr. A. Me Fadzean (llay and Baker Ltd. Gran Bretana), 
Oleandomicina y Carbomicina por Dr. N. Belcher (Chas. Pfizer and Co. 
Inc. U.S.A.), Angolamicina por Dr. W. Keller-Schierlein (Labcrato— 
rium fiir Organische Chemie, Zurich University, Switzerland), Virido- 
griseina por Dr. H. Ehrlich (Parke Davis and Co. U.S.A.), y Estrepto_ 
graminas A y B por Dr. H.B. Woodruff (Merck Sharp and Dohme Research 
Laboratories, U.S.A.), Espiramicina, Amicetina y Pactaraicina por Dr. 
Whitfield (Upjohn Co. Kalamazoo, U.S.A. ) y Gougerotina de Calbiochem 
Siomicina por el Dr. K. Tanaka.
ABREVIATinUS EMPLEADAS
CM, cloranfenicolf LM, lincomicina; PM, puromicina; ER, eritro-
micina A; CL, clindamicina. Cuando se antepone (^ C^) o (^ H) indica —
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con el isdtopo con el que està marcado y cuando ( C) o ( H) indica 
que es producto no marcado artificialmente. tRNA, RNA de transferencia 
o soluble; mRNA, RNA mensajero; aa-tR]MA, aminoacil-tRNA; Fmet, N For 
milraetionina.
Leu, leucina, Phe, fenilalanina; Ac-Leu, N Acetil - leucina; Ac 
aa-tRNA,*<^ N Aceti 1-aminoacil-tRNA; CACCA, UACCA, CCA, CA, (CpApGpCpAp 
UpApCpCpAp, CpCpA, CpA) nucledsidos unidos por fosfatos entre hidro- 
%ilo 5* del de la izquierda y el 3* del immediate de la derecha; - 
Ac-Leu-PM,c<N Aceti1-leuci1-NPuromicina; Poli U, dcido poliuridilico; 
Poli A, dcido poliadenilico; DNAsa desoxiribonucleasa; RNAsa, ribonu 
cleasai PK, piruvato cinasa.
GTP, guanosintrifosfato; GMPPCP, an^logo de GTP con un grupo eti^  
len entre los fosfatos beta y gamma; ATP, adenosintrifosfato; pME, p 
mercaptoetanol; EDTA, sal disodica del dcido etilen diamino totraac_£ 
tico; EtoH, etanol; Tris, Tris(hidroximetil) arainoraetano; K, constan 
te de asociacidn; K^ , constante de disociacidn ( -p- ); butil-PBD ,
2—(4 *t—Butilfenil) — 5 (4^* difenil) 1,3,4, oxadiazol; cpm, pulses de 
radioactividad detoctados por minute.
O.D.^^O» densidad dptica a longitud de onda de 260 mji; 70S, 503, 30S, 
particulas con un coeficiente de sedimentacidn en agua a 200C de esas 
unidades Svedberg*
RESULTADOS Y DISCUSION
Capîtulo I
FIJACION DE CLORAÎ.IFENICCL A RIBOSOI'JVS DE ESCHERICHIA COLI, BAC^ 
LLüS SUBTILLIS Y ARACYSTIS MONTANA.
Segun se dijo en la introduccidn la primera parte de este trab^ 
je consiste en la caracterizazidn de la fijacidn de CM a ribosomas —
de células procaridticas. Se ha elegido E. Coli para este estudio, —
dado que existe abundante bibliografia sobre propiedades ffsicas y - 
naturalosa quimica y genética de sus ribosomas, pero a la vez se han 
realizado pruebas paralolas en una bacteria Gram positiva, Bacillus 
Subtilis y en un alga azul Anacystis Montana, con el objeto de toner 
un criterio comparative que nos permita correlacionar los rosultados
de nuestros sistomas vitro, con la actividad i^ vivo.
Ya se ha descrito en E. Coli K 12 (Bas, Goldstein, Kanner I966) 
y por (Wolfe y Hahn 19^5) que CM se fija a ribosomas hasta una canti^  
dad total correspondiente a un numéro medio de una moldculà por par­
ticule, en el margen de conoentraciones en que aurnenta su inhibicidn 
de sintesis do proteinas vivo. También se observd que a rads altas 
conoentraciones existe una fijacidn adicional. (Das, I966).
Estas experiencias no son exclusivas de que exista en los ribo­
somas un sdlo tipo de fijacidn, es decir una afinidad uniforme para 
CM. Con el proposito de conocer este punto y el de medir esta afini­
dad o afinidades hicimos la representacidn de las curvas isotermas -
de f i jaciôn.
Para su trazado, dados los inconvenientes y ventajas diferentes 
de los diversos métodos expérimentales procurâmes el realizarlo por 
varios de ellos cuando fuera posible.
En el caso de CM se hizo, por equilibrio de didlisis, ultrafil— 
tracién a presién por membranas Diaflo y ultracentrifugacién.
Por dltimo, tras saber la modificacién introducida por el etanol 
en esta fijacién se représenté la isoterma en estas condiciones cuyos 
valores compararaos con los datos cinéticos de reaccién de fragmente. 
Asi en la figura I-I puede verse la isoterma de fijacién a OOC, en - 
representacién de Scatchard por el método de ultrafiltracién en mem­
branes Diaflo X M 50 y otra, mediante una prueba de diélisis.
Puede observarse la clara linearidad de estas gr^ficas, lo que
signifies, homogeneidad en cuanto a afinidad por CM dando unos valores
—6
para la constante de disociacién de 0® = 0,9 10 en la de dié-
lisis. En cuanto al numéro de sitios de fijacién es muy préximo a - 
une por ribosoma en los ensayos do ultrafiltracién ( 0,8? en figura 
I-I ) siendo algo monor en los de diélisis debido a la lenta dégrada 
cién de los ribosomas durante el tiempo preciso para alcanzar el equ^ 
librio en estas pruebas ( 0,75 on figura I-I ).
En la mayoria de las graficas puede apreciarse una fijacién de 
afinidad al menos un orden de magnitud menor que la que aparece a -
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F i g u r a  I - l .  R e p r e s e n t a c io n  de  S c a t c h a r d  d e  f i ja c io n  d e  ( C ) C M  
a r ib o s o m a s  70 S  de E .  C o l i .  D a t o s  de e x p e r ie n c ia s  d e  f i l t r a c io n  
p o r  m e m b r a n a s  D ia f lo  ( A  - A  ) y  de  d ia l is is  en e q u i l ib r io  (A  _ A  ) ,  
d e s c r i t a s  en M é to d o s .  E n  el e x p e r im e n to  d e  f i l t r a c io n  la  c o n c e n t r a -  
c io n  d e  r ib o s o m a s  h a  sido de 5 m g / m l  y  la  d e  ( ^ ^ C )  C M  de 5 x  
1 0 ” ^ M  a 8 X 1 0 "^  M ;  en  el de  d i a l i ^ s  r e s p e c t iv a m e n te  e r a n  d e  
10 m g / m l  y  de  5 x  10“® a 13 x  10“ M .
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baja saturacidn, esta fijacién aparece a unas concentraciones de an- 
tibiético ya saturante en su efecto inhibidor, do formacién de enla­
ce peptfdico.
También hicimos ensayos por ultracentrifugacién peso al riesgo
prévisible de que aparecieran alteraciones del equilibrio inicial du
rante la centrifugacién como se ha indicado en la seccién de métodos
Como puede apreciarse en la figura 1-2 existe una linearidad satis-
factoria a baja saturacién dando K Oo « 1,5 x 10  ^M que esté den-d
tro del margen de variacién de los otros métodos; asf se acompana en 
la misma figura de otro experimento de diélisis, como comparacién en 
las condiciones iénicas que empleamos, dada la relacién de iones mono^  
valentos a di valantes, y Mg^, es de esperar que los ribosomas se 
enouentren en equilibrio 70S 5OS 30S.
îTosotros intentâmes una aproximacién semicuantitativa para con_o 
cer las proporciones de las distintas particulas en estas condiciones 
poniendo sobre gradientes de sacarosa en solucién standard ribosomas 
preincubados en esta solucién. Del perfil de estos gradientes, hechos 
a distintas conoentraciones do ribosomas, se deduce que el 80^ apro­
ximadamente de los ribosomas esté en forma de 70S, Teniendo en cuen­
ta la gran dilucién respecte a las condiciones usuales de ensayos de 
fijacién de los ribosomas, podemos suponer que principdmente medimos
r—I
A
1.0
Fig. 1-2. Representaciones de Scatchard de fijacién de ( ^C) CM 
a ribosomas 70S de E. Coli. Datos de experimentos de ultracentrifuga
cién midiendo radioactividad en solucién (a  A ) y de didlisis en
boisas (o o). En ambos casos la concentracién de ribosomas fue de
10 mg/ml, emple^ndose (^^C) CM en concentraciones comprendidas entre 
3 X 10“'^ M y 10“  ^M. En el primer experimento se incubé la solucién 
30 minutes a 0@C y se centrifugé 2 horas a I5O.OOO g., en el segundo 
se dializaron las boisas con agitacién 13 horas a 0@C.
fijaci(5n a partfcula 70S.
Para observar el efecto que la subunidad 3OS podria producir al 
unirse a la 5OS en la fijacidn de CM asi como para saber si la pre- 
sencia de 5OS, podria suponer la existencia de otra afinidad distin- 
ta para CM, aunque detectable per nuestros métodos, hicimos ensayos 
de fijaoidn a 50S,
Con 50s separados has ta una pureza mayor de 95/^  se hizo el ens^ 
yo de di^lisis que aparece en fig. 1-3. ba curva de Scatchard mues- 
tra una afinidad similar, quizes algo mas baja con O^C = 10  ^M, 
a la de 70S, El numéro de sitios 0,7 tambidn acusa las desfavorables 
condiciones idnicas del proceso de separacidn de subunidades,
Asi pues parece que no hay diferencia sustancial en la afinidad 
por CM entre 70S y 9OS y dificilmonte podria reflejarse en nuestras 
ropresentaciones.
Siguiondo nuestra pauta de correlacionar nuestros resultados de 
fijacidn con las condiciones de reaccidn de PM con fragmento pasamos 
a observai' el efecto do etanol, en la fijacidn de CM,
Ensayando las concentraciones de 33^ y 50^ (v/v) de etanol, asi 
como control sin etanol, puede observarse tal como lo express, la fi­
gura 1-4 que sustancialmente el alcohol no hace variar el numéro de 
sitios de fijacidn aunque disminuye la afinidad. Este resultado su- 
giere quo el etanol no produce una alteracidn sustancial en la fi
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F i g u r a  1 -3 .  R e p r e s e n t a c io n  d e  S c a t c h a r d  d e  f i ja c io n  d e  ( C )  C M  
a s u b u n id a d e s  50 S  de  E .  c o l i ,  de  un e x p é r im e n t e  d e  d ia l is is  en  
e q u i l ib r io  con un t ie m p o  de  in c u b ac io n  de  8 h o r a s  con  ag itac io n  
f u e r t e .  L a  c o n c e n tr a c io n  de  50  S  fu é  de 3 . 5  m g  p^:^  m l y  5 . 2  m g  
p o r  m l en d i fe r e n te s  b o is a s ;  la  c o n c e n t r a c io n  de  ( C )  C M  v a r i o
lO-^ M.e n tre ICr? y 5 X
CM 0 EtoH 
33% EtoH 
50% EtoH
[CM]
Pig.1-4» Representaoiones reefprocas <5 de Klotz para fijacidn de 
CM a 70S de E. Coll. Expérimentes de sedimentacidn en presencia
de etanol y de diëClisis en boisas ( •---# ). La concentracidn de ribo^
semas fue de 10 mg/ml y las concentraciones de (^^C) CM de 3 % I0~*^  M 
a 3 X 10”*^. M. Condiciones standard.
ci6n de CM a los ribosomas exponiendo mds sitios, o bien haoiéndolos 
inasequibles, sino que solamente varia la afinidad como cabria espe- 
rar de cualquier agente raodificador de las caracteristicas drielëc- 
ticas del medio.
Se hizo a su vez una prueba de reversibilidad de fijacidn de CM 
en presencia de etanol por si este modificara la ya evidenciada prelj^  
minarmente (V^zquez I96J) y confirmada por las formas de las isotermas 
en ausencia do etanol. El ensayo consistid en diluir el CM radioactif 
vo una vez fijado con no marcado y observar la reduccidn total de la 
fijacidn como se observa en la tabla I-I.
El que el etanol en nuestras condiciones no distorsions la fi 
oidn CM se confirma a su vez por el efecto que produce en ribosomas 
de E. subtilis y A. Montana, como veremos en este capitule en las que 
igualmento que en E. Coli el etanol no modifies, la fijacidn préféré^ 
te de una rnolécula por ribosoma.
Una vez comprobada en que consiste la variacidn de fijacidn con
el alcohol procedimos a estudiar con m^s detalle la forma de esta is^
terma de fijacidn, Como muestra la figura 1-5 sigue apareciendo la -
fijaoidn preforencial de una rnolécula de antibiético por ribosoma y
la fijacién de mener afinidad a altas concentraciones de antibiético
como apareceria en las gréficas anteriores. Para la fijacién princi—
- 6
pal la constante de disociacién, O^C = 2^45 x 10 M os sélo un —
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F i g u r a  1 -5 .  R e p r e s e n t a c io n  d e  S c a t c h a r d  p o r  f i ja c io n  de ( C )  C M  
a r ib o s o m a s  7 0  S  de  E .  coli en  p r e s e n c ia  d e  e tano l p o r  el m é to d o  
de s e d im e n ta c iô n  d e s c r i to  en M é to d o  s . T ie m p o  d e  in c u b a c io n  a 0 —C  
de  30 m in .  L a  c o n c e n tra c io n  d e  r ib o s o m a s  fu é  de  4 . 4  m g p o r  m l  
p a r a  tu b o s  q u e  c o n te n ia n  ( ^ ^ C )  C M  de 2 x  1 0 “ ^ M  a 4  x  1 0 “ ^ M  
y  de 8 . 8  m g  p o r  m l p a r a  o t r o s  c o n te n ien d o  d e  6 x  1 0 “ ^ M  a 1 0 ” ^ M
con los misraos ribosomas a igual concentracidn, concentraciones ore— 
cienteo de CM sobre velocidad inicial de reaccidn de PM con CACCA-Leu 
Ac. El resultado aparece an la fi^ra 1-6. A una concentracidn de CM 
de 10  ^M, hay total inhibicidn de la reaccidn; a esa concentracidn 
de CM corresponde, aplicando la de la fijaoidn principal, una sa- 
turacidn, v , entre 0,95 y 1. Asi pues el reste de fijacién corres- 
pondiento principalraente a la secundaria ya no tiene efecto. Este — 
probablemente corresponde a la segunda fijacién, inactiva in vivo o^ 
servada anteriormente. (Pas, Goldstem y Kanner 1966).
En distintas preparaciones de ribosomas hemos observado una co- 
rrelacién entre la pérdida de actividad para diverses funciones, fi­
jacién de fragmentes etc., con el aumento de esta fijacién residual 
por todo ello creemos que no tiene significacién ^  vivo en formacién 
de enlace peptidico.
También en este sistema hemos probado si existe distinta afini— 
dad entre 70S y 50S. Con 5OS de gran pureza (ver métodos) hicimos en 
sayo en paralelo con los 70S de procedencia, El resultado es similar 
al obtenido en ausencia de etanol, vemos que la presencia de etanol 
a esta concentracion de 33^ no altera cualitativamente los resultados 
obtenidos en su ausencia.
Efecto de lincomicina en la fijacién de cloranfenicol a ribosomas
100
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Pig, 1-6. Inhibicidn de reacoidn de fragmento entre CACCA ( C) 
Leu-Ac y PM por CM, La concentraoidn de ribosomas es exactamente la 
misma que la empleada en el experimento de fijaoidn 1-5» La reaccidn 
se hizo en condiciones standard con 5 ^ 10"^ M de PM, tom^ndose med^ 
das a los 5 minutos de incubacidn, cuando esta en fase lineàl.
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de Escherichia Coll,
Es sabido que lincomicina es inhibidor de biosintesis de prote^ 
nas en cdlulas procari6ticas y que tiene localizada su accidn en la 
subunidad ^OS de los ribosomas, (Monro, Fernandez-Munoz, Celma y Va^ 
quez, 1970), Es también conooido que lincomicina inhibe la fijacién 
de ^^C CM a ribosomas (Vdzquez, I966),
Nosotros ahora nos hemos propuesto el concretar si esta inhibi— 
cién de fijacién entre CM y lincomicina es de tipo compétitive, en — 
el sentido en que no puede haber fijacién siraultdnea de ambos anti- 
biéticos a una particula ribosémica o sélo es parcial con el signify 
cado de quo pueden fijarse simultdneamente a un ribosoma, pero con — 
una afinidad reducida.
Primeramente, realizamos pruebas de inhibicién de una concentra 
cién constante de CM por una serie de concentraciones crecientes de 
lincomicina on ausencia de etanol. La representacién de los datos - 
asf obtenidos aparece en la figura 1-7 (a). En algunos lotes de ri­
bosomas erapleados la inhibicién era total a concentraciones de LM de 
aproximadamento 10 M; sin embargo en otros lotes de ribosomas, es­
ta inhibicién es sélo parcial quedando una parte de CM fijado no acc^ 
Bible al efecto de LM. Este hecho puede significar, o bien que lincjo 
micina puede reducir la afinidad de CM por el ribosoma, o bien que - 
hay una degradacién, en al,gunos casos de una parte de los ribosomas
Pig. 1-7. (a) Inhibicién de fijacién de ( C) CM por LT-I. Datos
de un experimento de ultracentrifugacién tomando solucién despues de 
centrifugar en condiciones standard descritas. El tiempo de incuba- 
cién fue de 30 min. a 0®C. La concentracién de ribosomas de 5 mg/ml 
y la concentracién de (^ "^ C) CM de I0~^ M y la de (^^C) IM se varié 
de 2 X 10-4 M a  7,5 % 10“  ^M.
(b) Inhibicién de fijacién de ( C) CM por lAÎ en presencia de etanol 
Se hizo un experimento en condiciones standard, 33 ^ (v/v) de etanol 
La concentracién de ribosomas fue de 4,7 mg/ml, (^^c) CM se puso a - 
10“  ^M y LM desde 10"^ M a I0”4 m .
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para fi jar lincomicina mientras raantienen integra su capacidad para 
fijar CM.
Dada la dificultad de determiner directamente el numéro de si­
tios de fijacidn en ausencia de etanol para lincomicina por su poca 
afinidad a los ribosomas de E. Coli, hemos recurrido a pruebas ind^ 
rectas para discernir entre ambas posibilidades. El hecho de que en 
algun lote de ribosomas la inhibicidn de fijacidn de CM por Lî-î sea - 
total, como courre con etanol en los casos probados, figura 1—7 (b) 
nos sugiere la segunda explicacidn, es decir, mayor labilidad de la 
capacidad del ribosoma para fijar M  que para fijar CM, y que ambos 
antibidticos se excluyan en ' ''ijacidn. Esto mismo sugiere la fij^
A
ci6n de lincomicina inhibida ,ilmente por CM en los oxperimentos - 
realisados, cap. II.
InteraccicSn do eritromicina con la fijacidn de cloranf enicol.
Eritromiicina es un inhibidor de biosintesis de proteinas que a_c 
tua en subunidad $0S del ribosoma (Taubman, Jones, Joung y Corcoran 
1966). Ya ha sido coraunicado que eritromicina inhibe fijacién de CM 
a ribosomas (Vasques, 1966a). Sin embargo no se ha encontrado accién 
aprociable de CM sobre fijacién de eritromicina a ribosomas dé B. Sub 
tilis con las concentraciones ensayadas (Oleicnick y Corcoran I969), 
raientras que nosotros hemos encontrado una inhibicién parcial de esta
T a b la  I -  2
P R U E B A  D E  R E V E R S I B I L I D A D  I N D I R E C T  A  D E  F IJ A C IO N
D E  E R IT R O M IC IN A
Preincuhacioray  d ia lis is  Incubacion  com  O C M  f i ia d o p o r m q  7 0 S
sin E R  33% E tO H  O  E tO H  8 60
" " " " 33% E tO H  , , 1500
r ^ M  E R .  33% E tO H3 x 1 0   O  E tO H  6 40
^33% E tO H  170" .A-
M u e s tra s  de 0 .2  ml conten iendo 6 m g p o r  m l de 7 0 S  de E . coli en con­
d ic iones s a lin a s  s ta n d a rd  y  e tan o l a las  c o n c e n tra c io n e s  ind icadas  se  
p re in c u b a ro n  60 m in . y  después se  s e d im e n ta ro n  lavando  nuevam ente  
el sed im ento  con el m ism o ta m p o n . L o s  r ib o s o m a s  se d ia liz a ro n  d u ra n ­
te 14 h o ra s  a 0 C  fre n te  a un ex c e s o  del m ism o tam pon em pleado  an ­
te r io rm e n te  con objeto de e lim in a r  la  E R .  A  continuacion se  d ia liz a -  ^ 
ro n  d u ra n te  8 h o ra s  (re n te  a los m ism os tam pones qonteniendo 2 x 1 0  M  
de ( 1 4 c ) C M .
94
fijacién por CM, cap. IV.
Por otro lado aunque eritromicina no inhibe formacién de enlace 
peptfdico entre Acetil fenilalanil-tRilA y puromicina (Cerné, Rychlik 
y Pulkrabek 19^9) a diferencia de CM que sf inhibe (Gottesman, 196?) 
eritromicina rovierte el efecto inhibidor de CM en esta reacciéé — 
(Teraoka 1970).
Similarmente aunque eritromicina no inhibe formacién de enlace 
peptidico entre CACCA-Leu-Ac y puromicina revierte la inhibicién de 
esta reaccién por CM (Monro, Celma, Femandez-Munoz y Vézquez 1970).
Se ha postulado que los sitios de fijacién en el ribosoma de - 
eritromicina y CM no coinciden por observaciones de que mutantes re 
sistentes a eritromicina conservan la misma susceptibilidad para CM 
(Olernick y Corcoran 1968). Nosotros hemos encontrado que eritroraic^ 
na Inhibe totalmentc la fijacién de CM, tanto en ausencia como en - 
presencia de etanol, fig. 1-8. En presencia de etanol a la concentra 
cién empleada en nuestras condiciones de reaccién de fragmento coh - 
PM, la inhibicién de la fijacién de CM es irreversible, como se ve - 
en tabla 1-2 en la que dializando ribosomas pretratados con eritromj_ 
cina siguen sin poder fijar CM. Este hecho sugiere que eritromicina 
80 comporta como irreversible en su fijacién a los ribosomas en pre­
sencia de la concentracién de etanol empleada. Si esto se cumpliera 
séria do esperar que si pretratamos ribosomas, a una concentracién -
100.
c
[ER]M
100
[ER]M
F i g u r a  1 -8 .  ( a )  In h ib ic io n  de  f i ja c io n  d e  C )  C M  p o r  E R .
R e s u lta d o  de un e n s a y o  de  u l t r a c e n t r i fu g a c ié n  con m e d id a  de  
r a d io  a c t iv id a d  e n  s o lu c io n  en  c o n d ic io n e s  s ta n d a r d .  L a  c o n c e n ­
t r a c io n  d e  r ib o s o m a s  e r a  de 6 . 5  m g  p o r  m l .  ( C M  a
2 . 5  X 1 0 "^  M  y  E R  de 2 . 5  X 1 0 ' ^  a 1 0 ’ ^ M .
(b )  In h ib ic io n  d e  f i ja c io n  de C M  p o r  E R  en  p r e s e n c ia
de 33% de e ta n o l .  L a  c o n c e n t r a c io n  d e  r ib o s o m a s  e r a  d ^  5 .  5 m g  
p o r  m l . ,  ( ^ ^ C )  C M  a 1 0 “ ^ M  y  E R  s e  v a r ié  d e s d e  10~  M  a 
1 0 ” ^ M .
95
constante, con eritromicina a concentraciones menores, que aquolla, 
para cada una de éstas concentraciones los ribosomas se han de compoir 
tar para fijacién de CM como si el nümero de sitios de fijacién fue- 
ra menor y el reste lo fijara con la misma afinidad, como en efecto 
se ve que ocurre en la fifrura 1-9*
El que eritromicina se comporte como irreversible, manifiesta — 
reversién muy lenta, en su fijacién a ribosomas on presencia de eta­
nol se coraprobé cuando se dispuso de eritromicina marcada isotépica- 
mente, ( cap. IV ).
Asi pues dado que eritromicina inhibe totalmente fijacién de CM 
y éste como veremos en nuestros experimentos, inhibe parcialmente f^ 
jacién de eritromicina, y sabido que tanto eritromicina como CM tie- 
nen un sitio de fijacién por ribosoma cap. IV, creemos que los sitios 
de fijacién de ambos se suporponen de modo que eritromicina excluye 
a CM, pero que ésta solamente débilita la fijacién de eritromicina, 
probablemente debido a la fuerte fijacién de su rnolécula, con varies 
puntos de direccién, segun nuestros calcules a partir de constantes 
de afinidad la energfa libre de fijacién séria de ( 8 a 9 ) Kcal/mol 
lo que supono varies puntos de enlace con el ribosoma.
Efecto de puromicina en fijacién de cloranfenicol.
Como se ha dicho es de importancia para situar la accién de un 
antibiético con relacién al enzima peptidiltrnasferasa del ribosoma
[CM]
Pig, 1-9• Ensayo de fijacidn de ( c) CM y de su inhibicidn per
ER. hecho en presencia de etanol, por sedimentaciôn. Una soluciôn de
6 mg/ml en soluciôn standard con 33 ^ (v/v) de etanol, se preincuhô 
60 min, a O^C con las concentraciones de ER indicadas, A continuaciôn 
se pasô a tubos conteniendo (^^C) CM desecado para dar concentracio— 
nes de 5 z 10"? M a ^ % 10“  ^M incub^ndose otros 60 min, en estas con 
diciones. Se tomaron las muestras de modo usual y se representaron -
los datos segun isoterma de Klotz,
al conocor su posiciôn respecte a puromicina, el môs simple sustrato 
aceptor conooido.
De la interrelaoiôn entre ambos antibiôticos no existen m^s que 
algunas pruebas de cinética de la reacciôn de polilisi1-tRFA y de - 
N-Acetil aminoaoil tRÎÎA con puromicina. Asi para Goldberg en el pr^ 
mer sistema CM es inhibidor de tipo mixto con respecto a puromicina 
(Goldberg mientras que para Pestka con el segundo es competi-
tivo puro para dicho sustrato (Pestka 1970)» Nosotros estudiaremos 
estas interacciones en el sistema môs simplificado, libre de posibles 
interacciones perturbadoras usando el sustrato de la reacciôn del — 
fragmento. ( cap. III ).
En primer lugar estudiaraos el efecto de puromicina sobre fija­
cidn de CM, tanto en presencia como en ausencia de etanol, figura - 
I-IO. Se observa que para producir inhibicidn en la fijaciôn de CM - 
es necesario alta concentraciôn de puromicina, de acuerdo con su al_ 
ta constante de disociaciôn estimada a partir de su fijaciôn direc- 
ta, y de las medidas de cinôtica de su reacciôn con CACCA-Leu-Ac.
Esta inhibiciôn parcial puede significar bien, competiciôn par­
cial en su fijaciôn al ribosoma, de ambas molôculas, que se fija- 
rîan siinultdneamente con menor afinidad por el mismo numéro de sitios 
para ambos, bien que los dos antibidticos se excluyan mutuaraente de 
los ribosomas, de modo que no puede haber fijaciôn simult^nea, pero
Pig. I-IO. Efecto de PM en fijacidn de ( C) CM. A.- En presen- 
oia de etanol a 33 ^ (v/v). Experimento de sedimentacidn en condicio^ 
nes standard. B.- en ausencia de etanol, experimento de ultracentri- 
fugacidn, midiendo radioactividad en solucidn. En ambos casos la con 
centracidn de (^^C) CM fue de 10”^ M y la de ribosomas de 10 mg/ml.
" O
[PM]M
T3
OQ
10-3 M [PM3M
quo haya un numéro de ribosomas capaces de fijar CM pero no puromi­
cina por degradacidn selectiva, tambien cabe la posibdidad do oompe- 
tencia parcial por distinto numéro de sitios.
A la vista de nuestros resultados creemos que existe una corape- 
ticidn parcial por el mismo numéro de sitios para fijacidn de purom_^  
cina y CM ya que;
1.- De experimentos de inhibicién de fijacidn de (^ H) puromici­
na por CM hay cierta evidencia de compaticidn parcial reciproca.
2.— Si existiera un numéro de ribosomas capaces de fijar CM, p^ 
ro no puromicina, a concentraciones saturantes de dsta en inhibicidn 
de fijacidn de CM, estos ribosomas raostraraan para las concentracio­
nes de CM ensayadas, para bajos valores de v, una constante de diso- 
ciacidn similar a la de los ribosomas sin puromicina, es decir, la - 
misma pendiento en la representacidn de Scatchard, Sin embargo como 
se observa en la figura I-II, los grdficos de Scatchard para CM en - 
sus puntos correspondientes a concentraciones del mismo, en los que 
puromicina es 'saturante, no rauestran pendiento i{^al a la del control 
Por el contrario muestran una pendiento homegdnea correspondiente a 
la constante de disociacidn de CM para unos ribosomas modificadas ho^  
mogdnearnonte por la fijacidn de puromicina.
Esta constante de asociacidn modificada para CM a ribosomas 
saturados de puromicina la poderaos calculer a partir de la expresidn
(•—•) -  PM 
(a—a )+ 2 it iM  pm
(o—o) + 3 33 mM PM 
(+—+) + 5 mM PM
Pig, I-II, Ropresentaciones de Scatchard para ( C) CM en fija­
cidn a 70s de E. Coli en ausencia y presencia de concentraciones sa­
turantes de PM, Las condiciones son las mismas que las del experimen 
to de la figura 1-5, excepte en que se anadfa PM a las concentracio­
nes indicadas.
basada en nuestra conclusidn.
. ( V  ,, , - ( V  ,, ,
CM CMXPM) = 0 ' CM^(PMK«. I K~Icm7 1 Y^TcFj
t/M CM.
siendo (PM) concentracidn de puromicina libre en equilibrio 
( R) concentracidn de ribosomas libres en equilibrio 
(cm) concentracidn de CM libre en equilibrio.
(R-CM),(R-PM) (CM-R-PM) concentraciones de los complejos co­
rrespondi entes en el equilibrio, aplicado por ejemplo a los puntos -
5 -Idel experimento I-IO suponiendo O^C = 5 % 10 M .
A  V = 0.240 - 0.035 = 0.215
5 X I0^I.r^ (l.04 X I0”*^ M) K* (0.630 X I0~^M)
1 5 X 10^M-I(I.04 X IO*"Sî) 1 K* (0.630 X 10~%l)
5 -1obtenemos K.* , = 2 x 10 M 
CM
2Asi la constante de asociacidn de CM se ha reducido a - de la -
5
inicial para ribosomas con PM fijada.
3.— CM en nuestros experimentos de cindtica de reaccidn de CACCA 
Leu-Ac con puromicina résulta ser un inhibidor do tipo mixto como ve_ 
remos en el cap. Ill, lo cual exige una competici6n parcial entre CM 
y puromicina. El efecto de algunos inhibidores de biosintesis de pr_o 
teinas sobre fijacidn de CM aparece en tabla 1-2.
Parece ser que estreptogramina A se fija a ribosomas en un sitio 
distinto a estreptograraina B y analogaa (Ennis, 1971)• Esta distinta
localizacidn viene reflejada por el distinto efecto inhibidor de am­
bos grupos de estreptograraina en fijacidn de CM.
TABLA 1-2
EFECTO DE UNA SERIE DE INHIBIDORES DE BIOSINTESIS DE PROTEINAS EN F_I 
JACION DE (^ "^ C) CL0RAI.5FENIC0L A RIBOSOMAS DE E.COLI
Antibidtico Cone. (M) jo Inhibicidn de fijacidn de ) CM
Estreptograraina A io“^ 100
Estreptograraina B 10-' 63
Viridogriseina 10-' 42
Araicetina 10"' 0
Esparsoraicina 5 X lo"' 18
Esparsomicina I0~^ 17
Gougerotina 10“' 10
Gougerotina io“^ 14
Celesticetina lo"' 57
Botroraicina 10"' 16
Berninaraicina 50 mg/ml 0
Siomicina 10“"^ 0
Tioestrepton I0~^ 0
00
Macrdlidos Cone.(M) ^ Inhibicidn de fijacidn de (^^C) CM
Eritromicina 10*"^ 100
Espiramicina III 10*"^ 95
Neoespiraraicina III 10*“^ ICO
Porocidina III 72
Carbomicina 84
Oleandomicina 10“"^ ICO
Angolamicina 37
Lancaraicina 10"^ 95
Ketimicina 10“"^ 85
Chalcomicina 10"^ 75
Ensayo de fijacidn de ( C) CM con etanol. Condiciones usuales 
(ver mdtodos). Concentracidn de (^ "^ C) CM de 10“  ^M, concentracidn de 
ribosomas do 5 mg/ml. Los antibidticos se enfrentaron simultdnearnente 
a los ribosomas.
Amicetina, gougerotina y esparsomicina, inhibidores de formacidn 
do enlace peptidico (Monro, Vazquez 196?) y estiraulantes de fijacidn 
do CACCA-Lgu-Ac (Monro, Celma y Vazquez I969), parecen tenor sitios 
de fijacidn distintos al de fijacidn a las de CM, lincomicina y eri­
tromicina segun se observa en tabla y en capitules II y IV.
En el caso de esparsomicina hay una pequeha pero si,gnificativa
inhibicién de fijacidn de CM, lo cual sugiere una competicidn parcial 
que explicaria al efecto bloqueante de CM de la accidn estimulante - 
de fijacion de CACCA-Leu-Ac a ribosomas por esparsomicina.
Celesticetina, an^loga de linçomicina, pero con mener afinidad 
por ribosomas de E. Coli, capitule II, tiene mener efecto que aquella 
en la inhibicidn de CM.
Botromicina y berninamicina no inhiben fijacidn de CM.
Siomicina y tioestrepton, inhibidores de fijacidn del factor G 
de translocacidn a ribosomas no afectan tampoco la unidn de CM al r^ 
bosoma lo que indica junte con los resultados an^logos para lincomi- 
cina y eritromicina cierta separacidn entre ambos centres enzim^ticos
Se ban ensayado una amplia garaa de antibidticos del grupo de - 
macrôlidos que se muestran buenos inhibidores de fijacidn de CM en - 
presencia de etanol, este rosultado que generalize les obtenidos en 
ausencia de etanol por Vazquez (1966a)
14Fi.jaci(5n de C cloramfenicol a ribosomas de Bacillus Subtilis.
Hemos realizado estas experiencias en B'. Subtilis con objeto de 
generalizar este estudio cuantitativo, con una bacteria Gram positi­
va y a la vez correlacionar las fijaciones medidas en nuestros siste_ 
mas, con las actividades in vivo del antibidtico.
En la figura I-I2 hemos representado una isoterma segun reproseii
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Pig, I-I2, Representaci6n de Klotz, para fijaoidn de ( C) CM a 
ribosomas 70S de B, Subtilis por el método de di^lisis. Se dializa- 
ron durante 20 boras a OOC con ligera agitaoidh, soluciones de 7 mg/ml 
de ribosomas en solucidn standard frente a la misma conteniendo (^^C) 
CM en concentraciones comprendidas entre 3 % 10^7 M y 3 x lO"*^  M,
5 0 ▲4
5.01.0
[CM]
Pig. I-I3. Representacidn de Klotz para fljacidn de ( ^C) CM a 
ribosomas de B. Subtilis en presencia de 33 ^ (v/v) de etanol, segdn 
un experimento standard de sedimentacidn. La concentracidn de ribo­
somas fue de 10 mg/ml y la concentracidn de (^^c) CM estaba corapren 
dida entre 2 x I0”7 M y 2 x 10“  ^M.
tacidn reciproca de Klotz con datos de un experimento de didlisis, -
El numéro de sitios de fijaoidn es de 0,2 por ribosoma, que origina-
riamente debid ser mayor dada la habilidad de estos ribosomas (Takeda
y Lipman I966 ).
Se observa una afinidad homogdnea de constante de disooiacidn - 
- 6
K^ 00 = 2,7 % 10 Mÿ empleando ribosomas del mismo lote en experimeii
toe de fi jacidn con presencia de etanol en la reaccidn, la grdfica -
recfproca se représenta en fig. I-I3.
Se observa un numéro de sitios de fijacidn andlogos al del exp^
rimento sin etanol, 0,35 por ribosoma, lo cual nos confirma la conser^
vacidn de este pardmotro por cl etanol. En cuanto a la constante de
- 6
disooiacidn es de 0® = 4 x 10 M, algo mayor que présenta en au- 
sencia de etanol, efecto similar al que se observa en E. Coli. Asi — 
mismo la constante de disooiacidn es tanto con como sin etanol similar 
a la do E. Coli como corresponde a la andloga actividad de CM en estas 
bacterias àn vivo.
Fijacidn de cloramfenicol a ribosomas de Anacystis Montana
Hemos realizado la fijacidn de algunos antibidticos en este mi- 
croorganisrno como représentante del grupo de algas azules.
En el case de CM en las figuras I-I4 y I-I5 pueden verse repre- 
sentaciones de isotermas de fijacidn, de tipo reciproco, de experi-
2.0
1.0
1.0 2.0
Pig. I-I4* Representaci(5n de Klotz de fi jacidn de ( C) CM a 
bosomas de A. Montana de un experimento de didlisis en cdmaras. La - 
concentracidn de ribosomas en la solucidn standard era de 4 mg/ml y 
la concentracidn de (^^C) CM estaba comprendida entre 4 z I0~*7 M y - 
2 X 10“^ M. El tiempo de incubacidn, con ligera agitacidn, fué de 12 
horas a QOC.
5.0
1.0
1.0
[CM]
Pig, I-I5. Representacidn de Klotz para fijacidn de ( C) CM a 
ribosomas de A, Montana, en presencia de 33 ^ (v/v) de etanol segdn 
experimento standard de sedimentacidn. La concentracidn de ribosomas 
fud de 3»5 mg/ml y (^^C) CM varid desde 2,5 x 10*"*^ M a I0”5 M,
mentoo de diaîicis y de etanol respectivamente.
En el caso do didlisis al numéro de sitios de fijacidn es de 1
-7
y la 02C = 4,0 % 10 M, mientras que en el experimento de etanol 
el numéro de sitios es de 0,7 y la QQC = 6,5 x 10 M,
Esta diferencia en ol numéro de sitios de fijacidn puede explica^ 
se por la dificultad de obtener estos ribosomas con igual grade de - 
puresa lo cual homos observado, tiene una ini'luencia en el numéro de 
sitios de fijacidn.
En conjunto como se ha visto, etanol disminuye ligeramente la — 
afinidad por CM de ribosomas de diverses microorganismos, conservan- 
do el numéro de sitios do fijacidn. Esto indica, dada la distinta — 
constitucidn do los ribosomas de diferentes organismes, un efecto - 
espocifico de etanol sobre ciertas regiones de los distintos riboso­
mas, que en el caso de fijacidn de CM se traduce en inhibicidn, mien, 
tras en la lincomicina y eritromicina en estirnulaoidn de la misma.
Capftulo II
FIJACION DE LINCOMICINA A RIBOSOMAS DE ESCHERICHIA COLI B. SUB­
TILIS Y anacystis MOITTAÏÏA.
Al ser lincomicina antibidtico poco active en bacterias Gram n,e 
gativas, si realmente el efecto primordial es inhibir la sintesis de 
proteinas en la fase que tiene lugar en el ribosoma por una accidn - 
directa en el mismo, séria de esperar una fijacidn de escasa afinidad 
en E. Coli. Asi Chang y Neisblum(I967) no le encuentran en absolute 
con la técnica de filtracidn de Nirembergy Leder(l96l)
Nosotros que habiarnos elegido E. Coli para nuestro trabajo de - 
fijacidn, tambidn nos encontramos con la dificultad de obtoner una - 
fijacidn de lincomicina cuantificable sigulendo aquel método. Asi en 
un experimento similar al de los au tore s citados con "^^ C LTt, no se - 
encontrd fijacidn apreciable. (Tabla II-l).
El primer paso que procedia era el caracterizar cuantitativamen, 
te esta fijacidn, es decir encontrar cual era el numéro de sitios de 
fijacidn por ribosoma, conocer los tipos de fijacidn que existieran 
y caracterizaflos por sus constantes de disooiacidn. Ya Chang y Nei^ 
blum (1967) sugirieron que se fija una moldcula de lil por ribosoma - 
de B. $tea-rothermcpLi lus aunque no comprobaron la horaogenidad de esta 
fijacidn.
TABIA II-I
FIJACION DE LM A RIBOSOMAS DE E^ COLI Y ANACYSTIS MONTANA 
Ribosomas de CPM ^^C lincomicina fijada
A. Montana 707
E. Coli
Se incubaron muestras de 0,^^ ml de solucidg salina standard con, 
teniendo 3 mg/ml de ribosomas y C DI a 5 % 10 M, 30 min. a OOC. 
Para medir la radi oactividad inespeci.^icamente absorbida por los fll- 
tros en tubes contrôles, se anadid C) LM a 8 x 10"^ M. Se filtra-
ron por discos de nitrate de celulosa segun se explicd en mdtodns. — 
Estos se pegaron en planchetas de aluminio y se mi did radioactividad 
en contador de gas. Nuclear Chicago.
Sirnultancamento que en E. Coli se hicieron estas medidas en una ' 
bacteria Cram positiva (B. Subtilis) y un alga azul (A, Montana), - 
con objeto de tener otro punto de comparacidn entre nuestros result^ 
dos en los distintos microorganismos y los efectos in vivo.
Asi pues,nos encontramos en primer lugar, que necesitabamos un 
mdtodo sensible para poder detectar la fijacidn de LM.
Esto se consiguid por el método de dialisis utilizando muy altas 
concentraciones de LM caracterizdndose asf una fijacidn de lincomici_ 
^d ~ 3,5 — LO X 10 con un numéro de sitios aproximado de 
una moldcula por ribosoma, segun se aprecia en la figura Il-l.(b)
Fig* II-I (a) Representacidn de Scatchard para fijacidn de ( C)
IM a ribosomas de E. Coli en presencia de 33 ^ (v/v) de etanol. Sedi_ 
mentacidn como se indicd en radtodos. Tiempo de incubacidn de 30 min. 
a O^C. Se empled una concentracidn de ribosomas de 4,4 mg/ml para - 
una concentracidn de antibidtico (^^C) Iin de 2 x 10"? M a 4 ^ 10“  ^M 
y de 8 ,8  mg/ml cuando esta se empled de 6 x 1 0 -6 m a I0*“5 m.
(b) Representacidn de Scatchard para fi jacidn de (I4c) Uvl a ribosomas 
de E. Coli por el mdtodo de didlisis en cdmaras. Solucidn standard con 
una concentracidn de ribosomas de 25 mg/ml, se dializaron en presencia 
de (^^C) en concentraciones comprendidas entre 4 x 10-6 j,j y 3,4x10-5 M
0.5 1.0
0.3
60.2
0.1-
0.5
Con objeto de compara? estos resultados con los obtenidos in~ 
hibiendo la reaccidn del fragmente con lincomicina, se estudid la fi_ 
jacidn de este antibidtico en el mismo medio usado para dicha rea- 
ci dn.
Como puede verse en la figura II-2, en las concentraciones de - 
lincomicina empleadas hay un considerable aumento en la fijacidn del 
antibidtico en presencia de etanol. Se observd por tanto en este ca­
se un efecto opuesto al producido en la fijacidn del cloranfenicol,
Como primera prueba de identificacidn de esta fijacidn se ensa- 
yd su reversibilidad mediante un ensayo de dilucidn isotdpica, y co- 
imo puede verse en tabla .11-2, la lincomicina marcada fijada puede - 
ser desplasnda totalmente por la no radioactive anadida posteriormen 
te, prueba clara de reversibilidad en aquella fijacidn.
A continuacidn procédâmes a caracteri'zar el numéro de sitios, -
asf como las constantes de disooiacidn de anuellos, Como puede obser_
varsG en la figura JI-I(a)en una de las representaciones de Scatchard
(obtonidas. Hi'se fija homogdneamente a los ribosomas en la proporcidn
—6
Tuno a uno, con una constante de afinidad de 0®C = 1 , 7  10 M.
Experimehtos realizados con ribosomas de A. Montana muestran que 
«en olios tambidn lincomicina se fija en la proporcidn uno a uno tanto 
(Con como sin etanol, es decir el alcohol no cambia el numéro de si­
tios de fijacidn para el antibidtico, aunque como se aprecia en las
1000
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Fig. II-2. Efecto de etanol en la fijacidn de ( C^) CM a riboso 
mas de E. Coli. Ensayo de ultracentrifugacidn de una solucidn stan­
dard conteniendo 5 mg/ml de ribosomas y 2,5 x 10“  ^M de (^ C^) M. Tras 
60 minutes de incubacidn a OoC, se centrifugaron muestras de 0.3 ml 
2 horas a I5O.OOO g. tomdndose 0.2 ml de solucidn.
fjguras II-3 y II-,4 la constante de disooiacidn en presencia de eta-
r ®
determinada en expérimentes de equilibrio de dialisis.
-8 —7
nol (K^  OOC = 5 X 10 M) es dies veces mener que sin él, x 10 M)
TABLA II-2
RE1/SHSIBILIDAT) DE FIJACION DE LINCOMICINA A RIBOSOMAS DE E. COLI EN
33 ^ ETANOL
Incubacidn
0 min a 10 min 30 min a 60 min cpm fi.jadas
(^ C^) LM (^ C^) LM 220
  (^ C^) LM 215
(^ '^ C) LM (^ C^) LIvï (^ C^) LM 0
Datos de un ensavo de centrifu^acidn con etanol. Ixds ribosomas 
a 6 mg/ml se enfrentaron con '^^ C LM a una concentracidn de 10”  ^M a 
^^C LM a 2,5 X 10"3 M en los tiempos indicados. Se tomaron muestras 
despues de centrifugar, de 0,1 ml.
En cuanto a B. Subtil"^  s pudo determinarse el numéro de sitios y 
la constante de disooiacidn en presencia de etanol (fig. 11-5^. Sin 
embargo debido a la labilidad de sus ribosomas en nuestras condioio- 
nes idnicas el numéro de sitios es de aproximadamente 0,5 moléculas 
por partlcula ribosdmica con afinidad homogdnea dada por K^=3,33>'IO"^M 
Asi pues lincomicina se fija mds fuertemente a ribosomas en presencia
[LM]
Pig, II-3 Representacidn de Klotz para fijacidn de (^ C^) 124 a 
ribosomas de A. Montana. Ensayo de didlisis en boisas. Tiempo de incu 
bacidn de 8 horas a 0^0 con agitacidn suave. La concentracidn de ri­
bosomas de 1 .5 mg/ml y la^concentracidn de (^ C^) 124 estaba comprend]^  
da entre 10”' ^10”  M.
30
Pig. 11-4. Representacidn de Klotz para fi jacidn de ÎM a
ribosomas de A. Montana en presencia de 33 % de etanol (v/v) a OoC, 
Ensayo en condiclones standard de sedimentacidn. La concentracidn de 
ribosomas empleada fud de 75 mg/ml y las concentraciones de (^ C^) JM 
variaron entre 1.2 x I0~^ M y 6 x 10“  ^M.
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de etanol, tanto en E. Coli como en A. Montana, y posiblemente en B. 
Subtilis, Por otra parte etanol, no produce variacidn en la esteoquj_ 
metria de la fijacidn a ribosomas de A. Montana. Se observa tambidn 
que en presencia de etanol la afinidad por LM de ribosomas de bacte­
ria Gram positiva y algas azules es mayor que por las de bacterias - 
Gram ne-^ativas, en buena concordancia con su i nhibi cidn de la reaccidn 
de fragmente con puromicina (Celma, Tesis doctoral 1971) y a su vez 
con el efecto antibidtico in vivo.
Efecto de cloranfenicol en fijacidn de lincomicina.
Es ya conocido que fijacidn de cloranfenicol a ribosomas es inhi^  
bida por LM (Vdzquez, I967). Para estudiar la correlacidn en las fija^  
ciones de cloranfenicol y lincomicina, procedimos a ver el caso inver 
80, es decir, inhibicidn de fijacidn de lincomicina por CM. Siguiendo 
nuestra pauta de comparacidn con las condici ones de la reaccidn del - 
fragmente, se hicieron expérimentes sin etanol o en presencia de eta­
nol a la concentracidn de 33/^  (v/v).
Como se ve en la fivura II-6 (b) en el caso de presencia de eta­
nol la inhibicidn por CM es compléta, al i.mual que en el caso recipro_ 
ce. En el caso de no haber etanol se ha observado a su vez, total des_ 
plazamiento de LM fijada por CM, fig. II-6 (a). A la vista de estos 
resultados de interpretacidn del hecho observado por nosotros de que
10 -
50 100
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Pig. II-5* Representacidn de Klotz para fijacidn de (^ C^) a 
ribosomas de B. Subtilis en presencia de 33 ^ de etanol a O^ C. Con­
di ci ones %standard para ensayo de sedimentacidn con una concentracidn 
de ribosomas de 10 mg/ml y (I4c) LM entre 10-7 M y 10"“^  M.
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LM no inhiba totalmente, en ciertos lotes de ribosomas, la fijacidn 
de CM parece ser debida a la pérdida de al^unos ribosomas de la cap^ 
cidad para fijar LM, mds bien que a una competicidn parcial de ambos 
antibidticos por el ribosoma que se reflejaria en un efecto inhibidor 
tambidn parcial de CM sobre fijacidn de LM,
Ya que en presencia de etanol tenemos seguridad de que existe — 
una competicidn de tipo exclusive entre CM y LM, es decir que la fi— 
jacidn de uno do ellos no permite la del otro sobre el mismo ribosoma 
Se siguid el mdtodo de Klotz para fijacidn de algunos colorantes a - 
albumina de determinacidn de constantes. (Klotz, Triwush y Walker, -
1918).
Asf se calculan las constantes de asooiacidn aparentes del ligan 
do marcado en presencia de una concentracidn constante del no marcado 
libre, en el equilibrio, como ya hemos indioado en el capitulo dedi- 
cado a Mdtodos,
En el caso do LM y CM existe el inconveniente de que al tener — 
los dos una constante de disooiacidn del mismo orden, es dificil el 
mantener la concentracidn de antibidtico no marcado libre a lo largo 
de cada isoterma de fijacidn.
En la fic'ura 11-7, puede verse que tanto en caso de inhibicidn 
do CM por LM como en el reciproco, la constante deducida se mantiene 
constante y coneuorda aceptablemente en la calcul.ada directamente.
Pig* II-6 (a) Inhibicidn de fijacidn de ( C) LM a ribosomas - 
de E. Coli por CM raedida en ensayo de ultracentrifugacidn tomando sjo 
lucidn descrito en mdtodos, Tiempo de incubacidn de 30 min, a QOC, — 
Concentracidn de ribosomas de 8,5 mg/ml* La concentracidn de (^ c^) LM 
08 de 2,5 % 10*”^  M ÿ la de CM varia entre 10-7 M y 10-5 m ,
(b) Inhibicidn'de fijacidn de (I4c) Di a ribosomas de E, Coli para CM 
en presencia de 33 ^ (v/v) de etanol, Mdtodo de sedimentacidn, la — 
incubacidn durd 40 min* a O^ C* La concentracidn de f^ C^) LM es de — 
10-^ M y la concentracidn de CM varie desde 5 % I0“° M a 10""^  M*
100
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Pig. II—7* Método de Klotz de determinacién de constantes de asjo 
ciacién a partir de constantes aparentes aplicado a (^ C^) CM - (^ C^) 
U4 y LM - (^ C^) CM para ribosomas de E. Coli. Datos de expéri­
mentes hechos en presencia de 33 ^ de etanol en condiciones standard 
La concentracidn de los ribosomas fue de 5 mg/ml y la variacién del 
antibidtico radioactive varid entre
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4x10-6m  \1.4 
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1
cvk3CM+2x1Q-6m  L 
^ C M + 4 x1Q-6m  L
1.4x1Q-6m
2x1Q-6m —^\2 2  /  1.35x10-6m
Kc KciKc2 —  10-6M-1 
[CM]
—  -11 —
[LM]
Asi podemos corroborar el resultado de la competicidn exclusiva 
de CM y 114 en su fi jacidn a ribosomas en presencia de etanol, conclu^ 
do anteriormente de las curvas simples de inhibicidn de fijacidn.
Estos hechos nos {^arantizan el uso del mdtodo en otras ocasiones 
en que no es posible determiner la fijacidn directa de un antibidtico.
Efecto de eritromicina sobre fijacidn de lincomicina.
Se realizaron expérimentes de inhibicidn directa de fijacidn de 
IM por ER. Como se ha citado, ya se encontrd en ribosomas de B. stea—  
rothermcplilus (Chang y Weisblura I967), que ER desplazaba a LM de su - 
asooiacidn con aquellos, Tambidn nosotros hemos encontrado en E. Coli 
inhibicidn total como aparece en la figura II-8 , no sdlo en ausencia:, 
sino tambidn en presencia de atanol.
Dado que en ausencia de etanol la afinidad de LM por el ribosoma 
es menor, su desplazamiento por eritromicina tiene lugar a concentra 
ciones menores de dsta.
De estos 'resultados y de los de inhibicidn de fijacidn de eritro^  
micina por LM deducimos que arabes antibidticos se excluyen totalmente 
en su fi jacidn. al ribosoma.
Accidn de puromicina sobre fijacidn de lincomi ci na.
Es de interds el conocer la looalizacidn relativa de los sitios
Pig, II-8 (a) Inhibicidn d© fijacidn de ( C) LM a ribosomas - 
de E, Coli a partir de ensayo de ultracentrifugacidn. La concentra­
cidn de ribosomas era de 12 mg/ml y la de (^ 4c) LM de 2,5 x 10“*^ M.
4b) Inhibicidn de fijacidn de (^ c^) LM a ribosomas de E. Coli en pr£ 
sencia de 33 ^ de etanol;. Condiciones standard con ribosomas a con­
centracidn de 6 mg/ml y de (^ C^) 114 a I0~^ M,
100
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de fijacidn de Lf-I y puromicina, dado el caracter de esta ultima de - 
poderse comporter como sustrato aceptor en la formacion de enlace — 
peptidico.
Como se dijo en la introduccidn livl desplaza totalmente al sus­
trato aceptor simplificado CACCA—Leu d UACCA-Leu (Celma, Tesis doc­
toral),
El conocer como interacciona en presencia de puromicina, sustr^ 
to aceptor aun mds localizado por su menor tamano, en el centre enz^ 
m^tico peptidil transferasa nos permite concretar su sitio de fija- 
ci(5n, Asi pues se procedid a realizar experimentos de inhibicidn de 
fijacidn de LM per PM. En la fi^ rura II-9 puede verse que en ensayo — 
de etanol a concentracidn crecientes de puromicina, LM se desplaza 
de su fijacidn has ta un 60^ > para una concentracidn de PM de 10 M. 
en que ya permanece constante. Se empled Clorhidrato de PM neutralize^ 
do a pH 8 con Ha OH. El ClHa a la concentracidn équivalente, hemos d_e 
mostrado que no ejerce inhibicidn en esa fijacidn. Esto puede sip;nifi_ 
car bien una competlcidn parcial por los mismos sitios de fijacidn o 
por un numéro menor de elles para puromicina o bien una competicidn 
exclusive, para este ultimo case. Para decidir sobre estas alternati- 
vas es necesario ver los resultados de inhibicidn de fijacidn de PM 
por LM (cap. III).
10-2 [PMIM 2^10-2
Fife. II—9 Inhibicidn de fijacidn de ( C) LM por PM en presencia 
de 33 ^ de etanol. Ensayo de sedimentacidn en condiciones standard con 
una concentracidn de ribosomas de II mg/ml y de (^^C) IM de I0-& M. - 
El clorhidrato de PM se neutralizd con NaOH hasta pH 7>5» El efecto — 
del Na*^  se comprobd era nulo a estas concentraciones en la fijacidn - 
de IM,
Efecto de una serie de inhibidor-es de biosintesis de -nroteinas 
sobre fijacidn de lincomiolna.
Cuando se inoubaron simultdneamente con LM una serie de inhibido_ 
res de biosintesis de proteinas, que actuan en la elongacidn de la — 
cadena peptidica, las inhibiciones producidas por cada uno de elles 
en la fijacidn de aquel ce expresah en la tabla ïI-3.
TABLA. II-3
INHIBIOION DE P U A 01 ON DE LINCOMIGINA POR AInFTIBIOTJCOS
Antibidtico anadido Conc. (mM) ^ Inhibicidn de fijacidn de IjM
Estreptogramina A 0,1 100
Estreptogramina B 0,1 95
Viridogriseina 0.I 100
Amicetina 0.I 0
“ I 0
Esparsomicina 0,1 15
H I 25
Gougerotina 0,1 0
Il I —
Siomicina 0,1 0
Tioestrepton . O.OI 0
Bottromioina 0,01 7
O.I 9
II
Ma crdlidos Conc. (mM) ^ Inhibicidn de fijacidn de LM
Eritrornicina O.I
Espiramicina III O.I
Heospiramicina III 0,1
Forocidina III
Carhomicina
Oleandomicina
Angolamicina
Loncamicina
Metemicina
Chalcomic]na
0,1
0,1
0,1
0,1
O.I
O.I
O.I
100
100
100
100
100
100
90
90
46
80
Datos de expérimentes de preci ni tacidn con Etanol. la concentra 
cidn de lincomi cina es de 10"^ H. la oonoentraci dn de ribosomas
de 5 nig/ml. las antibidticos desecados, se enfrentaron simult£Îneainen_ 
te a Ui con los ribosomas. Incubacidn 10 min. a O^ C.
Estreptogramina A como Estreptogramina B o su and!logo viridogri_ 
seina inhiben totalmente fijacidn de LM. Como se sabe por los experi^  
mentes de competicidn de fijacidn (Ennis, I97l) y por su efecto sobre 
fijacidn de sustratos simplificados de peptidiltransferasa (Celma, - 
Monro y Vdzquez I97l) es trente'^ raniina A y estreptogramina B o virido_ 
griseina, se fijan a distintos sitios del ribosoma. El que todos —
elles exclu.van la fijacidn de LM indica que o bien solapan todos elles
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con el sitio de fijacidn de U'l, lo que sugeriria una gran proximidad 
de sus sitios de interacidn, o bien al fijarse modifican al ribosoma 
distorsionando el sitio de fijacidn de Hi.
Esparsomicina llega a inhibir como mdximo, al ir aumentando su 
concentracidn el 25^ la fijacidn do LM. Esto hace pensar en una com­
peticidn parcial de ambos antibidticos, lo cual explicaria posiblemon 
te parte del efecto bloqueant.e de LM en la fijacidn de CACCA-Leu-Ac 
al ribosoma dependionte de esprsomicina. (Monro, Celma y Vdzquez —
1969).
Gougerotina y amicetina no inhiben en absolutp fijacidn de LM - 
por lo que sus sitios de accidn son diferentes.
Tanto siomicina como su an^loqo tioestrepton inhibidores do la 
elongacidn de la cadena peptidica por impedir la fijacidn del factor
G de translocacidn al ribosoma (Modolell, Monro y Vazquez I97LJtio
y ■ > q
inhiben en absolute la unidn de LM a los ribosomas. Dado' quq 'Tii/e's — 
inhibidor del enzima peptidiltransferasa interaccionando .con ambos — 
sustratos (Celina, Monro y Vazquez 1970, 1971 )> esto indica cierta se_ 
paracidn entre aquel enzima y el lugar de interaccidn do dicho fac­
tor G.
Ya se ha descrito inhibicidn de fijacidn de LM por eritrornicina 
a ribosomas de B. stearo'lixermopKi lus. (Chang y Heisblum T967).
Asi mismo se ha visto inhibicidn de fijacidn de eritrornicina -
por LM en ribosomas de B. Subtilis (Hilheim, Oleinick y Corcoran — 
1967) y por nosotros en los de B. Coli (capitulo IV). Basdndose en - 
las pruebas de interaccidn de ambos antibidticos en su fijacidn di­
recta, en sus capacidades de inhibir la sintesis de proteinas, asi - 
como en la analo?aa estructural de LM y los rnacrdlidos por poseer un 
resto de azucar, se ha postulado un mécanisme comun de accidn para - 
IM y rnacrdlidos (Wilheim, Oleinick y Corcoran I967).
Nosotros aqui ensavaraos la interaccidn de IM en presencia de va 
ries rnacrdlidos pertenecientes a los distintos grupos enque han side 
clasificados por Mao y Nie,gland (1967), segun su basicidad, Segun pu^ 
de observarse en la tabla II—4 todos estos rnacrdlidos son buenos inhi^  
bidores de fijacidn de LM. Aunque, eritrornicina, oleandomicina, foro_ 
cidina y neoespiramicina, no son inhibidores de la formacidn de enU 
ce peptidico (Monro, • Fernd!ndez-Munoz, Celma y Vdzquez I970), su inhi_ 
bicidn de fijacidn de LM, situa su unidn en el ribosoma en las proxi_ 
inidades de aquel centre enzimàtico,
Actividad in vitro de lincomicina y algunos andlogos sobre slste- 
mas de E. Coli. Posible razdn de su diferente actividad in vivo.
Entre los derivados de lincomicina obtenidos por sintesis se han 
encontrado al^ pinos con mayor actividad que dsta. Asi clindaraicina — 
(cl) es m^s efectiva que lincomicina, tanto en bacterias Gram positif
vas como Gram negativas. Algunos derivados de lincomicina actuan como 
plasmodicidas, tal es el caso de clindamicina y 7 Cloro-7 deoxi—IT-de— 
metil-4pentil-lincomicina (11-2.^ 7^29“A ). Asi como clindamicina tiene 
una actividad 15 veces mayor que lincomicina sobre B. Coli in yîvo, 
su isdmero dptico epiclindamicina posee mucha mener actividad, Tarn— 
bien se inoluye en el grupo de estos antibidticos la celesticetiria, 
aislado de Str, caelestis, con fuerte actividad sobre bacterias Gram 
positivas especialmente algunas especies de estreptococos y de muy - 
baja actividad en Gram negatives.
Con objeto de esclarecer si las diferencias de actividad de es­
tes antibidticos es debida a distintos efectos en biosintesis de pro_ 
teinas o bien primordialmente se debfa a diferente grade de permeabi^ 
lidad o métabolisme, ensavamos algunos de estos antibidticos en sist^ 
mas simplificados de biosintesis de proteinas.
Primeramente probamos su accidn en un sistema con extracto 
de E. Coli para incorporacidn de fenilalanina dirigida por 'Poli U,
El resultado aparece en la tabla II-4»
Puede observarse un efecto similar de LM, CL y U~24729'A, mientras 
que BPT-CL ÿ CE tienen menor actividad correlacionandose con su efe^ 
to in vivo.
A continuacidn buscando el distinto efecto sobre la formacidn - 
del enlace peptidico, ensavamos los anteriores inhibidores en la re^
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cidn del fragmente CACCA—Leu-Ac con PM, los resultados aparecen en — 
la tabla II-5*
TABLA I1-4
EFECTO DE LINCOMICINA Y ANALOGOS SOBRE SINTESIS DE POLIFENILALANINA
EN E. COLI
CPM precipitables ^ de control de
Antibidtico Conc. por TCA fenilalanina incornorada
Ninguno 1075 100
-4Lincomicina 5 ^ 10 M 240
-4
Clindamicina  ^% 10 M 210 20
- 4
Epi clindamicina 5 10 M 520 48
U 24729 A
-4
5 X 10 M 107 10
-4
Celesticetina 5 x 10 M 570 53
Ensayo realizado segun se indicd en mdtodos. Tiempo de incubacidn 
5 min. a 37®C. So anadid como sustrato(^'^cjfenilalanil tRNA.
Puede concluirse de este experiraento que en lineas générales, —
exceptuando la menor inhibicidn por parte de clindamicina correlaci_o
na con el de incorporacidn do fenilalanina.
II
TABLA II-5
EFECTO DE LINCOMICINA Y ANALOGOS EN REACCION DEL FRAGMENTO CACCA-Leu-Ac 
Antibidtico anadido Conc. CPM Ac I-eu-PM formadas ^ Reaocidn
  705 100
Lincomicina 6,6 x 10 210 30
-6
Clindamicina 6,6 x 10 M 410 57
Epiclindamicina 6,6 x 10 Si 6OO 85
U 24729 A 6,6 X IO~^M 210 30
Condiciones usuales. Incubacidn 5 min. a O^ C, Ribosomas a concen 
tracidn de I mg/ml.
Se tratd de estudiar la afinidad relative, de estos antibidticos 
en su fijacidn al ribosoma. Al disponer solamente de (^ C^) LM y (^ C^) 
clindamicina y fijarse ambos reversiblemcnte en presencia de etanol, 
ensayamos la inhibicidn de la fijacidn de ambos por el reste en ens^ 
yo de precipitacidn con etanol, al ser mucho mas sensible esta prueba 
que en ausencia del alcohol. El resultado aparece en la tabla II-6.
A la vista do estos resultados pueden deduci rse varias consecueii 
cias: lincomicina y clindamicina parece ser compiten por el mismo si
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TABU 11-6
FIJACION BE LINCOMICINA Y "^^ C CLINDAMICINA A RIBOSOMAS BE E.COLI 
EFECTO BE ANTIBIOTICOS BEL GRUPO BE LINCOMICINA
Antibidtico anadido Conc, OiM)
Lincomicina
Clindamicina
5
500
I
^ Fijacidn de control de 
( C^) lincomicina clindamicina
90
30
0
300 0
Epiclindamicina
U 24729 A
I
5
300
500
I
100
0
85
65
0
50
Celesticetina
300
500
I
0
80
0
300
1000
13
10
Expérimentes de fijacidn per el método de precipitacidn con eta­
nol a 33^ <"v/v). La concentracidn de 'C) LM es 10'^ M y la de (^ "^ C) 
CM 5 X 10”  ^M. Cuando se usan '*--- " significa no realizado.
tio, ya que ambos se excluyen en su fijacidn, ahora bien, LM tiene - 
m^s afinidad que clindamicina puesto que enfrentadas en cantidades — 
equimoleoulares con los ribosomas LM inhibe un la fijacidn de - 
clindamicina, mientras que clindamicina inhibe sdlo un 10^ la fija— 
cidn de LM,
Esto concuerda con el resultado de la reaccidn de fragmente — 
con puromicina, Por otro lado epi clindamicina y U 24729 A inhiben tjo 
talmente fijacidn de 114 y clindamicina, mientras que celesticetina — 
lo hace hasta el 90 ,^
Puede tenerse un criterio indirecte aproximado de la distinta — 
afinidad toniendo en cuenta que, si existe competencia, se cumpla la 
relacidn:
Va Ka ( a )
Vb Kb ( b )
y entonoes el porcentaje de inhibicidn de fijacidn de LM o clindamici_ 
na por la misma concentracidn de los distintos antibidticos es propor^  
cional a su constante de asociacidn. Asi, parece que la afinidad de­
crees en el orden 114 ^  U 24729 A ^  clindamicina^ celesticetina \ e_ 
pi clindamicina, aunque en reaccidn del fragmente 114 y U 24729 A inhi_ 
ban lo mismo.
Con objeto de ver si estas afinidades mantienen este orden sin 
etanol y dada la dificultad en encontrar fijacidn sensiblemente -
cuantificable de (^ C^) IM y (^ C^) CL, en estas condiciones hicimos - 
una aproximacidn estudiando la inhibicidn que producian estos antibi^ 
ticos sobre una concentracidn constante de ^^C CM en un expérimente 
de di^lisis, El resultado aparece en la tabla II-7»
TABLA 11-7
FIJACION DE ^^C CLOMNFENICOL. EFECTO DE ANTIBIOTICOS DEL
GRUPO DE LINCOMICINA.
Antibidtico anadido Conc. l^ iM) CPM fijadas de(^ "^ c)
^ Fijacidn
clo-^ anf enicol
Ninguno IITO 100
Lincomicina 300 670 60
Clindamicina 300 535 48
Epi-clindamicina 300 785 70
U 24729 A 300 435 39
Celesticetina 300 880 80
Expérimente de di^lisis en boiras de celofan.La concentracidn de 
^^C CM es de 10“  ^M, la de ribosomas de 10 mg/ml. Tiempo de incubacidn 
20 horas. Se tomaron muestras de Ô,05 ml para medir radioactividad y 
de 0,005 ml para leer densidad dptica de los 0.200 ml que hay en cada 
boisa.
Se observa correlacidn entre estas afinidades y la inhibicidn - 
de la incorporacidn de fenilalanina. ( Tabla II-4 )• Parece que en - 
presencia de etanol se estimula mds la fijacidn de LM que la de -
U-24729-A.
Con objeto de ver si clindamicina debe su efecto contra plasmo- 
dios por accidn sobre sus ribosomas, citopldsmicos 80S, ensayamos su 
fijacidn en ribosomas de tipo 80S de la levadura Saccharomvces cere- 
visiae no habiendo ninguna fijacidn, sevun se ve en tabla 11-8.
TABLA II-8
PIJACION DE CLINDAMICINA A RIBOSOMAS 80S COLIPARADA CON 70S
CPM de ^^C clindamicina fijadas
Ribosomas E. Coli 260
Ribosomas S. Cerevisiae 0
Ensayo de etanol. Concentracidn de ambos ribosomas a 7 mg/ml. - 
Incubacidn de'0.1 ml 30 min. a O^ C, tomar 0.075 ml#
A la vista de estos resultados puede concluirse que la mayor a^ 
tividad en bacterias de clindamicina y U 24729 A que lincomicina pa­
rece debido no a un mayor efecto sobre la biosintesis de proteinas - 
en los ribosomas, sino que es debido a otras causas, probableraente -
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mayor permeabilidad celular.
Esta ultima hipdtesis parece tambidn ser cierta en tejidos de — 
seres superiores, pues se ha observado una mayor acumulacidn de cliri 
damicina que de lincomicina en sangre, tras administracidn oral de — 
ambos.
Sin embargo la baja actividad de epiclindamicina parece deberse 
a su baja afinidad por los ribosomas, al menos en gran parte. Celes— 
ticetina es de aun mas baja actividad en Gram negativas que lincomi­
cina y puede deber este efecto a su mds baja afinidad por los riboso_ 
mas, pero hay que considerar por otro lado el distinto efecto que - 
tiene en la fijacidn de sustratos de peptidil transferasa. (Celma,^ c<?P
1970).
En cuanto a la actividad antiplasmodio de clindamicina y U 24729 
A probablemente sea debida a efectos en los ribosomas "mitocondriales" 
No obstante es posible, aunque poco probable, que estos antibidticos 
tengan actividad en ribosomas 80S de protozoos aunque no se fijen a 
ribosomas 80S de levadura.
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Capitulo III
PIJACIOÎT DE PUROMICINA A RIBOSOMAS DE E. COLI 
Es importante el conocer la fijacidn de puromicina al ribosoma 
por colocarse en el mismo sitio ribosdmico que la parte CCA-Amino-acil 
del aminoaci1—tRITA, en el centre enzimdtico peptidiltransferasa, El 
pequeno tamano de la molecula de puromicina permite circunscribir las 
interaciones en el sitio aceptor de aquel enzima.
No se ha descrito fijacidn directa de puromicina al ribosoma - 
probablemente por la escasa afinidad que tiene por dl mismo, lo cual 
exige el ahadir altas concentraciones del antibidtico radioactive o 
bien usarlo de alta actividad especifica a la vez que disponer de una 
técnica suficientemente sensible para detectar esta fijacidn,
Otro factor que dificulta la medida de fijacidn de puromicina - 
al ribosoma es la presencia de peptidil—tRNA situado, bien en el si­
tio aceptor, inhibiendo su fijacidn la del antibidtico con'el riboso^  
ma, o en el sitio donador reaccionando con la puromicina para formar 
peptidi1-puromicina que puede acompanar a los ribosomas en algunos - 
ensayos de fijacidn, tal como precipitacidn con etanol, dando valores 
por exceso de puromicina fijada. Efectivamente se ha observado que - 
ribosomas que no han experirnentado el previo tratamiento con puromi­
cina, dan una fijacidn considerabloraente mayor que los que han sido
125
tratados. Como para los otros antibidticos estudiados, se ha ensayado 
fijacidn en ausencia y en presencia de etanol, y dada la peouoha dife^  
rencia entre la radioactividad total y la libre en el equilibrio para 
obtener datos significativos se requeriria una gran concentracidn de 
ribosomas, Por esto hemos preferido comenzar por medir directamente 
radioactividad fijada en el precipitado de ribosomas con la correspori 
diente correccidn de solucidn que embebe. Para hacer esta correccidn 
hemos considerado adecuado el anadir un exceso de puromicina no marca^  
da de modo que la actividad especifica descienda entre mil y diezmil 
veces, con lo cual aunque la fijacidn aumente, pues trabajamos lejos 
de saturacidn de ribosomas, queda reducida a menos de un Esto lo 
comprobamos variando la concentracidn de puromicina fria y observando 
que no descendîa la radioactividad retcnida en el precipitado,
Tambidn se hizo control de presencia de peptidi1-puromi cina en 
los precipitados. Para elle se inoubaron ribosomas con el antibidtico 
radioactive un tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio; paraU 
lamente se incubd otra porci dn de ribosomas en presencia de antibid­
tico radioactive a la misma concentracidn mds el exceso del no marca_ 
do, que daria puromicina embebida en el sedimento ribosdmico. Al ac^ 
bar este periodo de incubacidn a una porcidn de los incubados sdlo - 
en presencia de puromicina radioactive, se le anade el exceso de no 
raarcada. Dado que la formacidn de peptidi1-puromicina es irreversible
estos contrôles nos darian la cantidad de puromicina eue estuviera - 
precipitada irreversiblemento unida, formando peptidi1-puromicina. - 
Tambien se controld que en esta segunda incubacidn no hubo variacidn 
significativa de fi jacidn total,, respecte a la primera.
En la tabla TTI-I puede verse una de éstas pruebas de control - 
de fijacidn.
Como se observa en la tabla III-I la proporcidn de purombina no 
revertida por la no marcada no es considerable, variando de unos ex­
périmentes a otros dentro de un marten de un 10 ^ de la embebida, — 
por defecto o por exceso.
Que la oonoentraci dn de puromicina no marcada es suficiente pa-
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ra reducir la radioactividad fijada a cantidades despreciables, se - 
muestra en tabla II-?.
Parece ser que detectamos una fijacidn reversible de puromicina 
a concentraciones inhibidoras del antibidtico. Intentarnos el trazar 
su isoterma, pero debido a la baja afinidad no podemos alcanzar la - 
saturacidn necesaria.
Antes de proseguir con las experiencias en presencia de etanol, 
intentamos ver si esta fijacidn puede tambidn detectarse en ausencia 
de etanol. Asf pues, seguimos un método andlogo pero teniendo mds - 
precaucidn en el lavado del tubo dada la mayor facilidad del sedimen 
to de ribosomas para resuspenderse. Los resultados se muestran en la
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tabla TII-3#
TABLA III-I
FIJACION DE (\) PUROMICINA A RIBOSOMAS DE E. COLI EN CONDICIONES DE
REACCION CON PRAGMENTOS 
INCUBACION CPM en PRECIPITADO
0 min a 60 min 60 min a 120 min EXP. I 2
(^ H) PM 567 I4I0
(^ H) PM (^ H) PM 595 1280
(^ H) PM (^ H) PM 425 870
(^ H) PM (^ H) PM (^ H) PM 450 840
Se inoubaron mues iras que en un volumen de 0,2 ml contenian: s_o 
lue? (5n sali na standard y 33 de etanol (v/v); ribosomas a concentra 
ciones de 8 y 13 mg/ml en expérimentes I y 2 respectivamente y (^ H) 
PM a I0~6 M y (^ H) PM a 1,25 x I0~^ M, cuando se indica. Los antibi_6 
ticos se secaron a vacio en los tubos de reaccidn pasdndose la solu­
cidn de unos tubos a otros cuando se requeria. Al final de la inoub^ 
cidn los tubos se centrifugaron a I5O.OOO g. durante 20 min. Se reco_ 
gid todo el liquide y se descantd, se enjuagaron los precipitados - 
suavemente por très veces consecutivas con la solucidn de incubacidn 
a 000. Elirainado el liquide de lavado se deiaron secar a vacio para 
eliminar restes de dste. Se anadid 0,125 i^I por tubo, de agua v des­
pues de resuspender los ribosomas se midid radioactividad de una al_f 
eueta de 0,1 ml en contador de centelleo.
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TABLA I1-2
CONTROL DE RADIOACTIVIDAD EMBEBIDA EN SEDIMENTO 
INCUBACION
pm PM CPM EN SEDIMENTO
I0“  ^ 1,25 X I0~^ 1325
10“  ^ 7,5 X 10“  ^ 1300
10“  ^ ^ 2600
Las condiciones de ensavo fueron como las indicadas on tabla — 
III-I, siendo la concentracidn de ribosomas de 13 mg/ml. So incubd - 
durante 60 min, se resuspendid el precipitado en 0,15 ml .Y se tomd - 
0,1 ml de 0,15 ml.
Se observa en la tabla III-3 que existe una fijacidn reversible
calcul^ndose, suponiendo que puromicina f i ja una molécula por ribosjo
ma, a partir de la densidad dptica de los ribosomas resuspondidos -
(0 ,50 unidades por sedimento) una constante de disociacidn aproxirna- 
~5da de 7 X 10 ' M; mientras que en expérimentes con etanol dsta es de
-4
aproximadamente 3 x 10 M. Asi pues, parece ser que el etanol dismi_ 
nuye la afinidad de puromicina por el ribosoma.
Efecto de antibidticos en la fijacidn de puromicina a ribosomas
de E. Coli
Como dijimos anteriormente, es de interés situar el sitio do f;
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TABLA. III-3 
PIJACION DE (^ n) PM A RIBOSOMAS DE E. COLI 
INCUBACION
0 min a 30 min 30 min a 60 min CPM EN SEDIMENTO DE RIBOSOMAS
(\) PM (^ H) PM (^ H) PM 4935
(^ H) PM 9346
( H^) PM (^ H) PM 9120
Las muestras de incubacidn en voluraenes de 0,2 ml contenian: so_ 
lucidn salina standard, 23 mg/ml de ribosomas pretratados con puromi_ 
cina como se indicd en seccidn de mdtodos y ( H) PM a concentracidn 
10“  ^M y (^ H) PM a 2,5 X I0~^ M, cuando se indica. Se incubd a 0@C. 
Los antibidticos se habian secado previamante a vacio y cuando fud - 
preciso se pasd la solucidn de unos tubos a otros sin variar el vol_u 
men. Al f inali zar el tiempo indicado se centrif u-^ 'aron a ISO. 000 g - 
por 3 horas. Se tomd una alicuota de liquide, se elimind totalmente 
el reste y entonnes se enjuagd el sedimento con solucidn standard a 
O^C, lavandese a continuacidn cuidadosamente las paredcs del tubo - 
con la misma solucidn. Se secaron a vacio para eliminar el reste de 
solucidn y una vez secos se anadid 0,125 ml de agua por tubo, se re- 
suspendieron los ribosomas y se midid la radioactividad en alicuotas 
de 0,1 ml.
En este ensavo tambidn se midid la densidad dptica de los resus^  
pendidos de ribosomas y la radioactividad del liquide que los cubria 
en el caso de llevar sdlo (%) PM para hacer un c^lculo aproximado de 
la constante de disociacidn.
jacidn de los antibidticos oue actuan en la zona del centre enzimâti_ 
co peptidiItransferasa con respecte al de la puromicina. Existen da-
tos indirectes, obtenidos a partir de medidas cinéticas de inhibicidn 
de la reaccidn de puromicina con N-aceti1-amino-aci1-tRNA, de varios 
antibidticos como cloramfenicol y esparsomicina, (Goldberg 1967) (Pe^ 
tka 1970) pero ofrecen dudas por su complejidad. Nosotros hemos nue- 
rido estudiar estas competiciones en nuestro sistema mas simplifica­
do de formacidn de enlace peptidi co (reaccidn del fragmente) y corre^  
lacionar cuando sea posible estos datos con las medidas de competi­
cidn directa con el substrate puromicina.
Coraenzamos por estudiar el efecto de cloramfenicol y lincomici­
na, que como hemos visto en capitulos anteriores son parcialmente - 
desplazados por puromicina, para completar las caracteristicas de su 
interaccidn con el ribosoma.
Hemos ensayado a su vez el antibidtico esparsomicina, inhibidor 
de formacidn de enlace peptidico y que forma un complejo muy estable 
del sustrato CACCA-Leu-Ac con el ribosoma, de modo que le hace no - 
réactive con puromicina.
Se ha ensayado tambidn eritrornicina que estimula significativa- 
mente la formacidn de enlace peptidico con puromicina bloqueando el 
efecto inhibidor de algunos de los inhibidores de esta reaccidn como 
cloramfenicol y lincomicina (Celma, Tesis doctoral).
Asf en la tabla 111-4 pueden verse estos efectos.
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TABLA. III-4
EFECTO DE INHIBIDORES EN PIJACION DE PUROMICINA A RIBOSOMAS DE E.COLI 
CONDICIONES DE REACCION CON FRAGMENTO
CPM FIJADAS
ANTIBIOTICO ANADIDO CONC. (M) (sustraido el blanco) lo FIJACTON
I.- Blanco ——— 1370
---- — — 1250 100
Cloraraf enicol lO”"^ 690 55
-3
5 X 10 ^ 775 62
Lincomicina I0~^ 230 19
• -35 X 10 ^ 225 18
2.- Blanco ---- 1400 ----
'
— ,— 875 100
Esparsomi cina 5 Z 10“'’ 0 0
Eritrornicina 10“'’ II52 130
Condiciones descri tas en tabla III-I. la concentracidn de (^ H) 
PM es de I0~^ M y los contrôles se han hecho simultcineamonte ahadien_ 
do 1,25 X I0~3 M de (^ K) PM no habiendo mas diferencia de un 10 ~
entre anadido 'simultaneamente o al final de la incubacidn. La conceii 
tracidn de ribosomas es de 13 mg/ml en los expérimentes I y 2. Mues­
tras de 0,2 ml se inoubaron I y 2 horas como anteriormente. Se resus 
pendid el preci pitado en 0,15 ml y se mididla radioactividad en 0,1 
ml.
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C^lculo aproximado de constante de disociacidn de puromicina en
presencia de etanol.
En el expérimente I de la tabla III-3 se midid radioactividad en
alicuotas de la solucidn una vez precipitados los ribosomas, esto nos
da una medida de la concentracidn del antibidtico libre en el equili^
brio. Con estos datos y suponiendo que existe un sitio de fijacidn -
para puromicina por ribosoma aplicando la ecuacidn K^ =* -
donde (PM) y (r ) son concentraciones de PM y ribosomas libres en el
equilibrio respectivamente y (R - PM) la concentracidn del complejo
de ambos. Tenemos,aplicando los datos de: eficiencia de contador =
*= 33 ^ y actividad especifica de (^ H) PM = 10^ mc/mM.
cpm/O.I ml ( M )
( PM ) 125.000 6 X I0~^
o
( R - PM ) 3.700 I0“
( R ) = ( R )^  - ( R - PH ) = 4,7 z I0“^
Se deduce K 0»C = 2,85 % lO" M
Estos resultados concuerdan con los de inhibicidn de fijacidn de 
(^ C^) CM y (^ C^) LM por PM en que tambien existe competicidn parcial 
indicando un solapamiento entre los sitios de fijacidn de CM o Lî»î con 
el de PM.
El que ER estimule fijacidn do PM puede tener relacidn con el 
tîmulo que produce en formacidn de enlace peptidico (Cernd, Rychlik y
,Pulkrabek 1969).(Teraoka y Tanaka I97l)* Como se verd en el capftulo 
IV, PM tiene un poqueno efecto inhibidor en fijacidn de ER, este efeo^  
to opuesto podria explicarse si ER produciera al fijarse un cambio - 
conformacional en el ribosoma que favoreciese la fijacidn de PM, se— 
gdn se discutird en el capftulo IV.
Esparsomicina, antibidtico inhibidor de formacidn de enlace pe^ 
tfdico (Monro y Vdzquez, I967) se ha indicado es inhibidor competit_^  
vo puro con respecto a PM en reaccidn de polilisil-tRNA fijado a ri— 
bosomas con PM (Goldberg y Mitsugi I967) y de esta con N-acetil-fenj^ 
lalanil-tRKA (Pestka 1970). Por otro lado, esparsomicina inhibe fija 
cidn enzimdtica de aminoaoi1-tRNA (Ravel, Shorey y Shive, 1970). Es­
te resultado de que esparsomicina inhiba totalmente la fijacidn de - 
PM detectada por nosotros, da una prueba directa de la interaccidn - 
de esparsomicina con el sitio aceptor de peptidiItransferasa del ri—
' bosoma.
ESTUDIO CINETICO SOBRE REACCION DE FRAGMENTO ( CACCA-Leu-Ac ) CON PU 
ROMICINA.
Se comenzd por hacer una aproximacidn al conocimiento del méca­
nisme de esta reaccidn, como paûo previo para poder interpretar el — 
significado de los datos obtenidos con la cindtica de la misma. Como 
se indicd en la introduccidn, la ventaja que se esperaba encontrar -
en este sisterna oinético es la simplicidad de ambos sustratos, CACCA 
Leu~Ac y PM que évita gran parte de las interacciones distintas de - 
las que tienen con peptidiltransferasa, tante aminoacil, corne pepti- 
dil-tRKA.
En principle se trata de una reaccidn de dos sustratos, CACCA— 
Leu-Ac y PM, que reaccienan para dar les productos Ac-Leu-PM y CACCA. 
Sin embargo se ha sugeride per Silverstein (1969) que etanol podrfa 
actuar corne sustrato intermediario aceptando Ac-Leu que se esterifi— 
carfa con aquel (Scolnick, Tompkins, Caskey y Niremberg I968) y del- 
éster form^ndose transfer!rfa a PM para dar Ac-Leu-PM. Los hechos en 
que se basa para hacer esta hipdtesis son: Los distintos disolventes 
empleados que producen la reaccidn de fragmente todos llevan oxfgeno 
en forma de hidroxilo o cetdnico capaz de dar este por tautomeria c^ 
toendlica. Los ribosomas pueden catalizar la transferencia de Acetil 
aminoacil de tPIÎA a hidroxipuromicina (derivado de puromicina que - 
tiene un OH en lugar de HH^) por un enzima que se comporte como pep­
tidiltransferasa y por ello se cree es el mismo centro active del r^ 
bosoma. (Fahnestock, Neumann, Shashova y Rich 1970).
Para nosdtros, sin embargo etanol no desempena esta funcidn de- 
bido a los siguientes hechos; El requerimiento de etanol no es abso­
lute, ya que en su ausenoia hay reaccidn, aunque con mucha mayor leri
-4 .
tltud. Acetona, aun teniendo solamente un 2.5 % 10 % de forma en<5l^
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ca en solucidn acuosa, la estimula aunque en mener proporcidn (Monro 
y colaboradores I969). Etanol estimula la fijacidn de CACCA-Leu-Ac - 
al ribosoma (Celma, Tesis doctoral),
Esto como la forma de las representaciones lineales a partir de 
los resultados de velocidades iniciales nos inclinan. a considerar la 
reaccidn de fragmente como bisustrato, en la que etanol es un activa 
dor que la estimula por aumentar la afinidad del sustrato CACCA-Leu- 
Ac por el cambio que produce en la conformacidn del ribosoma, partien 
do de esta base, tenemos pues una reaccidn enzim^tica que présenta - 
las siguientes caracterfsti cas ;
1) En las condiciones de concentraciones de sustrato empleadas se - 
muestra como irreversible, ya que en el equilibrio, pr^cticamente tjo 
do el CACCA-Leu-Ac, sustrato en concentracidn limitante, ha transfer^ 
do Ac-Leu a PM (Cerna, Monro y Marcher 1968)
2) Dada la dificultad para la obtencidn de cantidades suflcientes de
CACCA-Leu-Ac con alto grado de pureza, es dificil el eraplear concen-
- 6
traciones del mismo, mayorss de 10 M. Con esas concentraciones de 
CACCA-Leu-Ac, para obtener tasas cuantificables en las velocidades - 
iniciales es necesario el efectuar las reacciones con concentraciones
-7de ribosomas mayores a 10 M, En estas condiciones la relacidn de - 
concentracidn de sustrato a la de enzima (ribosoma) varia de I a 10 
aproximadamente, no siendo en principle suficiente para poder aplicar
las ecuaciones del estado estacionario (Walter, 1966), Sin embargo - 
dada la desproporcidn entre la velocidad do reaccidn en el sentido - 
de formacidn de Ac-Leu-PM y la inversa de descomposicidn del mismo - 
que hace que la reaccidn se comporte pr^cticamente, en nuestras con­
diciones, con irreversible dicho inconvénients puede obviarse (Walter 
1966). Para probarlo seguimos el criterio de Wong (1965) que dice -
que pueden aplicarse ecuaciones de estado estacionario a una reaccidn
enzimdtica si la velocidad inicial es proporcional a la concentracidn 
de enzima. Como se muestra en la figura III-I de experimentos en los 
que 86 emplean concentraciones de sustrato en proporcidn mds desfayo 
rable respecte a la concentracidn de ribosomas, se cumple este reque 
si to.
3) Se ha observado fijacidn al ribosoma, de ambos sustratos por se-
parado en las condiciones de la reaccidn, de CACCA-Leu-Ac por Celma
(Tesis doctoral) y de PM por nosotros descrita on dste capitulo.
Con estoB precedentes nos hemos propuesto el hacer una aproxira^  
oidn al raecanisrao formal de esta reaccidn que nos permitiera inter­
preter el efecto de los antibidticos sobre la misma. De los tres md- 
todos usualmente empleados para este ffn, estudios de velocidad ini­
cial, inhibicidn por productos y cambio isotdpico, dadas las carac— 
teristicas de nuestra reaccidn, sdlo hemos usado el primero de ellos 
Nos interesaba conocer si el mocanismo es de tipo secuencial (do en-
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Pig, III—I, Reaccidn de fragmente, Variacidn de velocidad ini­
cial con la concentracidn de ribosomas. Se tomaron muestras a tiempos 
cortos, I min, 3 rain, y 5 min. y se torad la velocidad como la tangen 
te a la curva a tierapo 0. La concentracidn de PM fue de 1.25 % IO“3 M 
y CACCA (^ C^) Leu-Ac a aproxiraadamente I0"7 M,
sima sustituido 6 ping-pong) en el que primero se fija un sustrato - 
al ribosoma modificdndose por la perdida de una de sus partes y luego 
se une al otro sustrato para dar el producto, o bien transcurre me­
diant e la formacidn de un complejo ternario entre ambos sustratos y 
el ribosoma ouya existencia es cinéticamente significativa (tipo de^ 
hidrogensasas) o con vida tan efimera como para no intervenir en la 
cinética (mecanismo de Theorell-Chance).
Esto nos lo indicaria con algunas restricciones que comentaremos 
el que las rectas obtenidas en una representacidn de Lineweaver-Burk 
de las recîprocas de velocidades iniciales en funcidn de las de la - 
concentracidn de un sustrato variable manteniendo el otro constante, 
fuesen paralelas o confluyentes.
En la figura IÜ-2 se muestran estas grdficas para distintas con 
centraciones de PM, constantes en cada una de las cuales se ha varia^  
do la de CACCA-Leu-Ac, mientras que en la HT-3 y IH-4 aparecen expé­
rimentes en los que se ha mantenido constante la concentracidn de - 
CACCA-Leu-Ac y se ha variado la de PM en cada una de las lineas,
El que tante en la figura IIf-2, como en 111-4 aparezcan Ifneas - 
rectas y que éstas sean confluyentes indica en principle que se tra­
ta de un mecanismo de complejo ternario. El que estas representaciones 
sean rectas, debe de obedecer a une de los dos puntos siguientes: — 
(Dixon y Webb I964)
Fig. III-2. Representacidn de Lineweaver-Burk de reaccidn de fra^ 
mento entre CACCA (^ H) Leu-Ac y PM. Variacidn de CACCA (%) Leu-Ac.
La concentracidn de PM es 2 x 10 M (o  o) y de 3.3 x I0”4 (a-- a )
La reaccidn se inicid anadiendo etanol y se tomaron puntos a tiempos 
cortos 30 seg. a 3 min., toradndose las velocidades iniciales como las 
tangentes a tiempo 0. La concentracidn de ribosomas fue de 0,5 mg/ml.
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1) Existe un orden determinado en la interaccidn de los dos sustra­
tos con el ribosoma, de modo q.ue para que une se fi je correctamente 
ha de estar otro ya fijado, mientras que el segundo no puede fijarse 
por sî solo.
2 ) Hay interacci6n de ambos sustratos con el ribosoma en cualquier 
orden para dar el complejo ternario, pero el equilibrio entre los — 
tres, se alcanza mucho mds rapidamente que el del complejo con los - 
productos de modo que se cumple la hip6tesis de Micheelis-Menten.
La distincidn entre los dos mecanismos hubiera podido hacerse — 
de modo définitivo mediante inhibicidn por productos. Sin embargo, — 
de que exista fijacidn especffica de CACCA-Leu-Ac a ribosomas (Celma 
Tesis doctoral) y que hayamos encontrado fijacidn independientemente 
de PM, nos lleva a pensar que la reaccidn de fragmente présenta un — 
mecanismo por complejo ternario no ordenado de equilibrio rapide, en 
el que dste tiene significacidn cindticamente o es de vida efiraera - 
en relacidn a los otros estadios (mecanismo de Theorell-Chance). La 
distinoidn entre estos dos mecanismos podria hacerse por inhibicidn 
por productos o cambio isotdpico.
Sin embargo;aunque muy improbable;estas curvas podrîan deberse 
a otros mecanismos en cuyas ecuaciones quedaran anulados los tdrminos 
de orden superior para las concentraciones de los sustratos.
La abcisa del punto de intorseccidn de las rectas segun Linewea
Pig, III-3. Curva de variacidn de velocidades iniciales de rea 
ci<5n de fragmente con concentgacidn de PM manteniendo constante la de 
CACCA ( H) Leu-Ac en 4 x 10" M, La concentracidn de ribosomas fud 
de 0,6 mg/ml. Se tomaron velocidades iniciales del modo usual.
Vi
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Pig. III-4. Representacidn de Lineweaver-Burk para reaccidn do 
fragmente entre PM y CACCA (^ C^) Leu-Ac. Variacidn de PM. Condiciones 
standard descritas en seccidn de Kétodos. Las concentraciones de -
CACCA (^^C) Leu-Ac son de aproximadamente 8 x I0""7 K (o o) y -
6 X I0-7 M. Concentracidn de ribosomas de 0.5 mg/ml.

ver—Burk es el valor de la constante de asociaoidn del sustrato repr^ 
sentado en abcisas s61o ouando dste es el primero en fijarse al enz^ 
ma en un mécanisme ordenado. Dicho valor séria, en el caso de un meca^  
nismo de complejo ternario desordenado de equilibrio ràpido, constan 
te de disociacidn cuando se représenta cualquiera de les dos sustra— 
tes. Ademds el que este punto este sobre, a nivel o bajo el eje de - 
abcisas significa en esas condiciones que el otro sustrato estimula, 
no influye o disminuye respectavamente la afinidad del fijado en se- 
gundo lugar (Frieden 19 57 ).
En nuestro caso el que los puntos de interseccidn tanto para PM 
como para CACCA-Leu-Ac esten situados en el eje de abcisas como se — 
muestra en las figuras IV-2 y 4 asi como en otros experimentos no r^ 
presentados, parece indicar que las fijaciones de PM y CACCA-Leu-Ac 
al ribosoma son mutuamente independientes.
El que se obtenga con estes resultados una O^C para PM de -
5 .5 X 10 M, similar, dontro de los margenes de error manejados, a
-4la obtenida por fijacidn directa, 2.85 x 10 M apoya el que esta 
jacidn sea funcional asi como el mécanisme propueste.
Inhibicidn de clora'nifenicol respecte a puromicina en reaccidn - 
de fragmente.
Para la determinacidn del tipo de inhibicidn que ejerce CM en -
reacci(5n de peptidiltransferasa se ban reportado dates contradictories 
Asf para Coutsogeorgopoulos (1967) es de tipo no competitive respecte 
a fenilalanil-tRUA al incorporarse a polif enilalanil-tRIîA en pres en- 
cia de dcido poliuridilico, para Goldberg (1967) es de tipo raixto con 
PM en reaccidn de dsta con polilisil-tRNA, mientras que para Petska 
(1970) es competitive puro para PM cuando reacciona con Ac-Phe-tRNA. 
Nosotros en vez de emplear esos sistemas que utilizan tRIîA. complete 
hemos ensayado la reaccidn de fragmente.
En la figura III-5 se muestra une de los experimentos realiza- 
dos tanto en ausencia como en presencia de CM a ooncentraciones varia 
bles que representan funciones de reciprocas velocidades iniciales — 
frente a reciprocos de ooncentraciones de PM para una ooncentraci<5n 
constante de CACCA-Leu-Ac. Se observa que responds a una inbibicidn 
de tipo mixto, es decir es competitiva parcial y a la vez no compet^ 
tiva parcial o total respecto a PM. Segun vimos en el capftulo I CM 
es capaz do producir inhibicidn total de esta reaccidn fig.* I (4), - 
lo que indica la segunda posibilidad. Por otro lado, tanto CM como - 
PM parecen interaccionar en su fijacidn al ribosoma de modo que se - 
inhiben paroialmente en ésta. Estes hechos estan de acuerdo con esta 
competiciôn mixta, que entonces lo séria de competitiva parcial y no 
competitiva total. Es decir CM interferiria parcialmente con la fi 
cidn de PM y esta fijacidn de PM debilitada no hace posible que el -
Fig. ilI-5 Efecto inhibidor de CM respecto a PM en reaccidn de 
fragmente entre CACCA (^ "^ C) Leu-Ac y PM. La concentracidn de CACCA- 
(^ ‘^C) Leu-Ac es en todos los cases 6 x I0~7 M y la de ribosomas de — 
0 .5 mg/ml.
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complejo que forman ribosoma, CACCA-Leu-Ac, PM y CM sea capaz de re- 
solverse en los productos, Ac-Leu-PM y CACCA.
Estos resultados, que concuerdan con los de Goldberg (1967), 
tuan de un modo funcional la interaccidn de CM con el sitio aceptor 
de peptidiltransferasa ribosdmica.
Capftulo IV
PIJACION DE LOS MCROLIDOS: ESTUDIO DE INTERACCIOIT DE ERITROICECI 
KA Y ESPIRAMICINA CON RIBOSOMAS DE E. COLI.
Pijacidn de (^ C^) eritromicina (ER),
Como se indicd en la introduccidn, en este trabajo se procédé a 
caracterizar la f1jacidn de ER a los ribosomas de E. Coli.
Al ensayarse los distintos procediraientos de fijacidn doscritos
en métodos para ER se observd que el equilibrio de didlisis, método
de eleccidn en general, tardaba largo tiempo en establecerse; hecho
prévisible, dado el tamano de la molécula de ER. El tratamiento de -
las membranas con Cl^Zn, abreviaba en algunas horas el tiempo neces^
rio para alcanzar el equilibrio. Sin embargo en ensayos de ultracen-
trifugacidn se llega al equilibrio en périodes muy certes, imposibles
de medir dado el tiempo necesario para sedimentar los ribosomas, por
lo que se ha usado extensivamente este mdtodo. Probada la fijacidn —
cualitativamente por ambos mëtodos, se estudid su reversibilidad me—
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diante una prueba de dilucidn isotdpica con ( C) ER cuyos resultados 
se muestran en la tabla IV - I.
Seguidamente, comprobado que en 15 minutes de incubacidn antes 
de la centrifugaoi6n de las muestras, se alcanzaba el equilibrio de
TABLA IV - I
REVERSIBILIDAD DE PIJACION DE ERITROMICINA A RIBOSOMAS DE E. COLI. 
Incubacidn
0 a 9 horas 9 horas a l8 horas CFM Fi.jadas
(^ C^) ER 400
(^ "^ C) ER (^ C^) ER (^ C^) ER 35
Muestras de 0,200 ml se incubaron a 0@C conteniendo en las condô^  
clones salinas normales, ribosomas a una ooncentracidn de 5 mg/ml , 
(^ C^) ER a 1,25 X I0“%1, y (^ C^) ER a 1,25 x 10“  ^M cuando se indica. 
Al final de la incubacidn se centri fugaron las muestras 4 horas a - 
150,000 g, tomdndose 0,075 ml de sobrenadante por tubo para contar - 
radioactividad.
fijacion , se procedio, empleando este mëtodo a trazar la curva de — 
saturacidn de una cantidad constante de ribosomas con otras crecien­
tes de antibidtico, Segun se puede observar en la figura IV - I, los 
ribosomas se saturan cuando una moldcula de ER se ha fijado por par- 
ticula ribosomica, También puede apreciarse en la raisma, que la curva 
en vez de tener la forma hiperbolica,'que correspondia a una fijacidn 
en la que la de unas moléculas de ER no influiria en la de otras, pr^ 
senta una forma sigmoide, que se repite en otros experimentos de did-
1.0
0.2
0.1
F i g u r a  I V - 1 .  C u r v a  de s a tu r a c io n  de  r ib o s o m a s  70  S  de  E .  co li  
con ( E R .  E x p e r im e n t o  de f i ja c io n  h e c h o  p o r  u l t r a c e n t r i fu g a c io n
m id ie n d o  r a d io a c t iv id a d  en  s o lu c io n .  L a  c o n c e n t r a c io n  e r a  d e  6 . 7  m g  
p o r  m l y  la  c o n c e n t r a c io n  de  ( C )  E R  v a r i o  d e s d e  5 x  1 0 “ ^ M  a  
1 0 “ ^ M .  T ie m p o  de  in c u b a c io n  30 m in .  a 0 — C .
lisis y ultracentrifugacion. Es sabido que curvas de fijacidn de este 
tipo, asf como las correspond!entes de tipo cindtico entre concentra- 
cidn de un sustrato y velocidad de reaccidn, son indicacion de efec- 
tos cooperatives entre las moldculas del ligando o bien entre las del 
sustrato, fendmeno conocido como alosterismo.
LLevando a cabo experimentos de fijacidn por ultracentrifugacidn 
y didlisis se hicieron representaciones de Scatchard, que muestran - 
(figura IV~2y3 ) como era de esperar por la curva de saturacidn la - 
forma caracteristica de las de fijacidn de ligandos con efectos coo­
peratives. (Changeux, Gerhart y Schachman, I968). Este mismo tipo de 
curva ha encontrado Corcoran (1969) en la fijacion de ER a ribosomas 
de B. Subtilis.
Como se sabe, las teorfas para explicar las curvas de saturacidn 
y las formalmente igùales de cinética, de tipo sigmoide formuladas ^ 
por Monod, Wyman y Changeux (1965) y Koshland, Bernethy y Filmer (1966) 
entre otros, suponen la presencia de varias subunidades en la macro- 
moldcula o el 'enzima, a cada una de las cuales puede unirse el ligan_ 
do o sustrato. Efectivamente enzimas que dan curvas de fijacidn de - 
esta forma tal como asparto transcarbomilasa para ATP, présenta cua- 
tro subunidades a las que pueden unirse otras tantas moléculas de ATP 
(changeux^ Gerhart y Schachman, I968).
En el caso del ribosoma sustancialmente se fija una molécula -
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Pig. IV-2 Representacldn de Scatchard para fijacidn de ( ^C) ER 
a ribosomas de E. Coli a 0@C en condiciones idnicas standard determ 
nada por el mdtodo de ultracentrifugacidn tomando solucidn. La concen 
tracidn de ribosomas era de 6,5 mg/ml y las ooncentraciones de (I4c) 
ER estuvieron comprendidas entre 1.5 x I0“7 M y lO"^ M.
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Fig. IV-3 Representacidn de Scatchard para fijacidn de (^4c) ER 
a ribosomas de S. Coli en las mismas condiciones que en figura 2 deter 
minada por el método de didlisis en boisas. Se incubaron muestras de 
solucidn standard con 9.7 mg/ml frente a concentraciones de (^^c) er 
comprendidas entre 5 z 10-8 M y 2 x 10""^  M, durante 78 horas con lige 
ra agitacidn.
de ER por cada une de estos, concretamente a la subunidad 5OS. Sin - 
embargo por otro lado se ha observado en B. Subtilis una pequena fi- 
jacidn a la subunidad 303 (Oleinick y Corcoran 1969), que podria ser 
responsable de algun efecto coopérative en la fijacidn a 70S. Con â- 
nimo de probar esta hipdtesis se aislaron subunidades O^S de E. Coli 
que al ser utilizadas para représenter un grafico de Scatchard dieron 
una forma similar al obtenido con 70S, aunque con un numéro de fija- 
cidn de 0.6 moléculas por ribosoma.'. La misma forma obtuvieron para - 
fijacién de ER a 5CS de B. Subtilis Oleinick y Corcoran (I969).
El hecho de que la isoterma, segun la representacidn de Scatchard 
présente las caracteristdcas indicadas cuando se ha hecho a partir - 
de dates de experimentos de fijacion por ultracentrifugacdén, tanto — 
en las experiencias de Corcoran como en las nuestras, puede sugerir - 
que sea esta forma resultado de alguna perturbacién introducida por — 
el método, Esto podrd*a expli car que la representacidn de Scatchard - 
para ER a ribosomas de StapLulococcus aiureus obtenida de experiencias 
de diélisis y filtracidn tenga la forma lineal (Mao y Putterman 1969) 
Sin embargo de nuestras experiencias en fijacidn de CM usando el méto_ 
do de ultracentrifugacdén parece desprenderse, que no es la forma - 
convexa de la representacidn de Scatchard una caracteristica de este 
método. El que se haya observado también, como veremos en este capf­
tulo, que la representacidn de Scatchard para ER por el método de -
precipitacidn con etanol, método quo como se ha visto es los capitu­
les III y IV da formas lineales para CM y sea similar a la de ul^  
tracentrifugacién, parece indicar que esta forma es peculiar de ER - 
para los ribosomas de E. Coli, debiéndose quizés la diferencia con — 
S. aureus a caracterfsticas de los ribosomas de los distintos micro02 
ganismos.
Para confirmer que la convexidad de grafica de Scatchard obteni^  
da por ultracentrifugacion no era debida a distorsiones introducidas 
por el método experimental, se procedié, a pesar del largo tiempo ra 
querido, a ensayar la fijacidn por equilibrio de dialisis, Como se - 
ve en figura IV - 3, se reproduce la forma obtenida por ultracentri- 
fugacidn, e indica igualmente que existe una fijacidn méximà de una 
molécula de ER por ribosoma, en el rango de ooncentracidn de antibi^ 
tico usadas,
Hemos llevado a cabo a su vez experiencias de fijacidn de una - 
concentracidn constante de ER en presencia de concentraciones crecien. 
tes de ribosomas 70S, figura IV — 4 (b). Se aprecia que la fijacidn 
tiene para las concentraciones de ribosomas menores, gran afinidad - 
y que al ir creciendo estas, el reste del antibidtico se fija con mu 
cha mener afinidad, Resultado similar han obtenido Mao y Putterman - 
(1969) con ribosomas de S, aureus. No teneraos explicacidn clara para 
este resultado, El que la curva de Scatchard de fijacidn de eritro.TÛ
Pig. IV-4 Saturaci(5n de ( C) ER con ribosomas de E. Coll.
A.- En presencia de 33 % de etanol experimento de sedimentacidn en — 
condioiones standard en el que se puso en todos les tubes 0.28 mM de 
(^ C^) ER y cantidades crecientes de ribosomas se^un se indioa.
B.- En ausencia de etanol, dates de un experimento de ultracentrifu— 
gacidn standard en el que se puso en todos les tubes 0.17 mM de (^ C^) 
ER y ribosomas en las cantidades que se indican.
S ' 0.1
0.5
mM xiO° Ribosomes
0.17
LL
0.5
mMxIO® Ribosomes
1.5
S ' 0.1
0.5
mM xIO® Ribosomes
0.17
0.5
mMxiO® Ribosomes
1.5
cina tenga esa forma convexa caracteristica, no se explicaria por la 
existencia do posibles impurezas de afinidad nula o despreciable fren 
te a la de ER, lo oual sdlo haria variar el tamano de la ordenada de 
la gr^fica al afectar solamente a la concentracidn de ER libre y no 
a la saturacidn V, con lo que no quedaria afeotada la convexidad,
Una posible explicacidn seria, el que la poblacidn de ribosomas 
exista en dos o mas estados conformeoionales en equilibrio, uno de — 
los cuales, en proporcidn minoritaria, es el que fijaria ER con mucha 
mayor afinidad. Al fijarse ER a los ribosomas en este estado produc^ 
ria en los mismos un cambio en su conformacidn que los sustraeria del 
equilibrio con los que se encuentran en la configuracion de menos a- 
finidad, Asf al ir aumentando la concentracidn de ER y el equilibrio 
se va desplazando hacia la preponderancia de la configuracion de mas 
afinidad de modo que a alias saturaciones prdcticamente sdlo existi- 
rfan ribosomas on esta forma reflejdndose en la representaoidn de - 
Scatchard, que tomaria la forma lineal a alias saturaciones*. Este — 
cambio configuracional podrian tratarse un distinto estado de agreg^ 
cidn entre las subunidades.
Cambios configuracionales producidos por ER en su fi jacidn al r_^  
bosoraa, han sido postulados por Teraoka y Tanaka (I970)y Teraoka (1970) 
Como en los otros antibidticos estudiados ensayamos el efecto - 
de etanol en la fijacidn de ER. Como veremos la afinidad aumenta con
siderablemente
Asf mismo se observa un auraento en la estabilidad de la fijacidn 
que créa hasta el punto de coraportarse como irreversible frente a la 
dilucidn isotdpica o el efecto de su antagonista U'î, tal como apare- 
ce en la tabla IV — 2.
. TABLA IV - 2
ESTABILIDAD DE FIJACION DE ERITROMICINA A RIBOSOMS DE E. COLT.
Incubacidn
0 min a 60 min 60 min a 120 min Pi fa ci dn crm
r o ER 1 4 7 0
ER ER 1 4 5 0
— — ER (^ C^) ER 0
ER ER (^ C^) ER 1 3 9 0
---- (^ '*C) ER d ^ c ) G
(^^C) ER (^ ■^ C) ER (^ C^) m I 2 1 5
Volumenes de O.I5O ml 
centracidn de ribosomas de
en condiciones salinas 
5 mg/ml, 6 X IO“ I^-I para
standard con una con
(^4c )er, 1.3 X io“ r^.
de (^ C^) ER y 2.5 % 10*"^  M para (^ C^) LM cuando se emplean, asf como - 
33^ (v/v) de etanol. Se centrifugaron a 5*000 g. y se toraaron O.I ml — 
por tubo.
De los resultados de la tabla se desprende que durante todo el 
tiempo de inoubacidn la capacidad fijadora de los ribosomas para ER
se mantiene constante y ya. hay equilibrio en el tiempo 60 minutes. -
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Se ha empleado ( C) M  ademds de ( C) ER por probar si dado el ma­
yor tamano de esta hubiera dificultad en su acceso a los sitios de - 
fijacidn, no siendo este el caso. Asi mismo (^ C^) ER es capaz de fi- 
jarse en igual extensidn a ribosomas ya tratados con etanol como pu^ 
de apreciarse en la tabla.
En fin, puede concluirse que la fijacidn es muy estable, tenien_ 
do a estos tiempos,el comportaraiento de una fijacidn irreversible. De 
acuerdo con estos datos estdn los obtenidos por Kao y Putterman (1969) 
en fijacidn de ER a ribosomas de Stafilococcus aureus. Sin embargo - 
se descarta que se trate de una fijacidn por enlaces covalentes, con— 
cebibles por formacidn de una base de Schiff entre grupo carbonilo de 
su lactona con un grupo amino de RNA o proteina del ribosoma, ya que 
posterior didlisis sin alcohol hace desprenderse al antibidtico.
Se procedid a continuacion a hacer una curva de saturacion en - 
fijacidn de una concentracidn constante de antibidtico frente a otras 
crecientes de ribosomas (con objeto de comprobar que toda la radioac_ 
tividad de ER correspondra a antibidtico capaz de f i jacidn). En 
la figura IV - 4 (a) puede apreciarse que alcanzada una concentracidn 
de ribosomas, el aumento de fijacidn se hace muy pequeno de forma si-
milar a como sucedo en ausencia de etanol.
Este resultado, en principio nos parecid indicar que nuestro ari 
tibidtico contenia una proporcidn de impureza radioactiva no fifable 
sin embargo, el hecho de que del resultado andlogo de Mao y Putter­
man (1969) con Stafilococcus Aureus en ausencia de alcohol y con ER 
exhaustivamente purificada, asf como el obtenido por nosotros para - 
el macrdlido espiramicina nos hicieron dudar de tal hipdtesis.
Con el objeto de comprobar si esta radioactividad que no se fija 
al aumentar la concentracidn de ribosomas, no lo hace debido a que se 
ha producido una agregacidn de ribosomas, por su elevada concentra­
cidn, que se lo impidiera, se hizo el siguiente experimento. En el - 
punto correspondiente a O.65 mM de ribosomas de fig. IV — 4 (a) des­
pues de centrifugar se tomd una alicuota del liquide, se ahadieron - 
ribosomas hasta una concentracidn de I5 mg/ml, sales y etanol para — 
las condiciones usuales, se incubaron 10 minutes a O^C y se volvieron 
a centrifugar. La fijacidn no fue apreciable, lo que descarta la po- 
sibilidad de agregaciones. La curva de saturacidn de una concentracidn 
dada de ribosomas por concentraciones crecientes de ER se représenta 
en la figura ÏV - 5j en la que se observa que hay saturacidn de los 
ribosomas cuando se fija una moldcula de ER por particule.
La representacidn de Scatchard para ER en presencia de etanol,— 
aparece en la figura IV - 6. Puede observarse que présenta la misma
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Pig. IV-6 Representacidn de Scatchard para fijacidn de ( C) ER 
a ribosomas de E. Coll en presencia de 33 ^ (v/v) de etanol. Experi— 
mento de sedimentacidn en condiciones standard con una concentracidn 
de ribosomas de 5*5 mg/ml y de (^ C^) ER 1.5 x 10"7 M y 2 x 10"^ M.
forma de curva que la realizamos en ausencia de etanol. Se aprecia - 
olaramente que ES puede fijarse hasta una moldcula por ribosoma. Es 
dificil el calculer el valor de la constante de disociacidn en este 
tipo de curvas. Sin embargo se aprecia que ha habido un aumento de — 
afinidad con respecto a la realizada en ausencia de etanol.
Efecto de cloranfenicol en fijacidn de eritromicina.
Hemos estudiado la inhibicidn de fi jacidn de ER por CM, -
tanto en ausencia de etanol (método de ultracentrifugacidn) como en 
su presencia (método de precipitacidn); los resultados obtenidos se 
muestran en la figura IV - 7> a y b respectivamente. En^ambps casos 
se observa que concentraciones crecientes de CM redi/pep %a,f i jaci dn 
de ER hasta un nivel del 60 - 70^ de la fi jacidn cc^trpl. En ausencia 
de etanol la concentracidn de CM necesaria para alcanzah?. esta Inhibi^  
cidn es mener de 2 x 10 M, para una concentracidn de ER de 2 x 10 ^
-3M, mientras que en presencia de etanol, se llega a ella a 10 M de 
CM. Esto se explica porque etanol ddsmdnuye a la mitad aproximadame_n 
te la afinidad de CM y aumenta varias veces la de ER. Estos resulta­
dos sugieren que CM puede fijarse al mismo tiempo que ER a los ribo­
somas, de modo que ER lo hace con menor afinidad. Por otro lado el - 
que ER desplace totalmente a CM en la medida que es apreciable por - 
nuestros métodos, parecen ser evidencia de que ER no permite fijacidn
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F ig u r a  I V ( a )  In h ib ic io n  d e  fija c io n  d e  ( C )  E R  p o r  C M .  
E n s a y o  d e  u ltra c e n tr ifu g a c io n  con  m e d id a  de ra d io a c tiv id a d  en  so lu 
c io n . T ie m p o  d e  in c u b a c io n  d e  60 m in  a 0 ^ 0 .  L a  c o n c e n tra c id n  
de  r ib o s o m a s  e s  d e  6 m g  p o r  m l y  la  de  ( E R  d e  2 x  10 M
m ie n tr a s  q u e  la  de  C M  v a r id  d e s d e  2 x  1 0 ”^ M  a 4  x  1 0 “ ^ M .
(b )  In h ib ic id n  d e  f ija c id n  d e  ( ^ ^ C )  E R  p o r  C M  en p r e s e n c ia  de  
33% %  d e  e ta n o l. E n s a y o  de  s e d im e n ta c id n . T ie m p o  d e  in c u b a c id n
de 6 0  m in  a 0 ^  C . L a  c o n c e n tra c id n  ^ e  r ib o s o m a s  e s  de 4 . 5  m g  
p o r  m l ,  la  de  ( ^ ^ C )  E R  d e  3 x  1 0 "  y  la  d e  C M  d e s d e  1 0 M  
a 3 .5  X 1 0 - ^ M .
de CM una vez que esta unida al ribosoma. Teniendo en cuenta el mayor 
tamano de ER que probablemente se unird por varios puntos a los ribo­
somas, lo cual parece desprenderse de su energia libre de fi jacidn - 
calculada por nocotros que sin etanol es de - 8 a - 9 Kcal/mol; una 
posible explicacidn para interpretar nuestros resultados séria el que 
CM una vez fijado permitiria una fijacidn parcial de ER mientras que 
esta , una vez unida al ribosoma excluye a CM, quizes por un cambio - 
conformacional del ribosoma. Los resultados de este trabajo estan en 
contra de la observacidn de Tanaka, Teraoka, Magira y Tamaki (1966),
de que (^ C^) ER a una concentracidn de 10  ^M no es afectado en abso_
-4luto en su fijacidn por concentraciones de hasta 2 x 10 M de CM, —
pero quizâs si hubieran subido la concentracidn de CM se habria obt^
nido la inhibicidn encontrada por nosotros. Oleinick y Corcoran (1968)
tampoco encuentran efecto de CM en fijacidn de ER a ribosomas de B.
Subtilis. Estos resultados junto con las experiencias con mutantes —
resistentes a ER de B. Subtilis que conservan la misma susceptibilidad
para CM (Oleinick, Wilhelm y Corcoran) han hecho pensar que ER y CM
tienen distinto sitio de f i jacidn. Los resultados aqui presentados -
sugieren en cambio un solapamiento parcial entre ambos sitios. Los —
resultados de Oleinick y Corcoran posibleraente sean debidos a que -
eritromicina tiene una mayor afinidad en caso de los ribosomas de -
7
B. Subtilis (Ka = 2,6 x 10 M ) que en los de E. Coli para el -
que calculâmes una Ka qqq = 3,2 x 10^ M  ^diez veces mener.
Efecto de lincomicina sobre fi jacidn de eritromicina.
En expérimentes de fijacidn de ER por ultracentrifugacidn, en - 
ausencia de etanol y de precipitacidn en presencia del mismo, segun 
muestra la figura IV - 8 a y b respecti vamente, M  desplaza totalraeii
te a ER de su fijacidn a ribosomas de E. Coli aprecidndose que lo ha
, -3 -6 ce a mucho menores concentraciones (10 M, frente a 2 x 10 M de -
(^ C^) ER en presencia de etanol), que en ausencia, (2 x 10  ^M) a 
sar de que ER se fija con menos afinidad en estas ultimas condicio­
nes. Estos resultados no estdn completamente en desacuerdo con las - 
experiencias de Teraoka y Tanaka (1969) en las que no observan decree 
ciroiento significatico de fijacidn de eritromicina a ribosomas de Ej^
-6  -3
Coli a concentracidn de 7 x 10 M por LM a 1,5 x 10 M, ya que se- 
gun nuestros resultados os necesario mas alta concentracidn de LÎI p^ 
ra obtener la inhibicidn. Con ribosomas de B. Subtilis.Wflbclm. y - 
Corcoran (1967) encuentran total inhibicidn de fijacidn de (^ '^ C) ER 
por Lî-I.
Nuestros resultados de esta seccidn junto con los del capitule 
II de fijacidn de 114 nos permiten concluir que en E. Coli, 114 y ER - 
se fijan a sitios interaccionantes, probablemente coïncidentes, ex- 
cluydndose en su fijacidn. Este hecho explica la reversidn de la -
O-100
[LM]M
b
100--
LL
[LM]M 2x10-3
F ig u r a  I V - 2 .  ( a )  In h ib ic io n  d e  fija c io n  d e  ( C )  E R  p o r  L M .
E n s a y o  d e  u ltra c e n tr ifu g a c io n  con  m e d id a  d e  ra d io a c t iv id a d  en  
s o lu c io n . L a  c o n c e n tra c io n  d e  r ib o s o m a s  e s  de  7 .5  m g  p o r  m l.  
E l  tie m p o  d e  in c u b a c io n  es  d e  15 m in  a 0 — C . L a  c o n c e n tra c io n  
d e  ( C )  E R  e s  d e  2 x  1 0 ” ^ M  y  la  d e  L M  se  v a r io  d e s d e  
1 0 "^  M  a 2 X 1 0 - 2  M .
(b )  In h ib ic io n  d e  fija c io n  d e  ( ) C M  p o r  L M  en  p r e s e n c ia  de
33% de e ta n o l. E n s a y o  d e  s e d im e n ta c io n  con un tie m p o  d e  in ­
c u b a c io n  d e  6 0  m in  a 0 ^ 0 .  L a  c o n c e n tra c io n  d e  r ib o s o m a  e s  de
p o r  m l .  Ja d e  ( ^ ^ C )  E R  de 2 x  1 0 ” ^ M  y  la  d e  L M  
5 X 1 0 - 5  M  a 2 X 1 0 “ ^ M.
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inhibicidn de LM de formacidn de enlace peptidico por 3R, (Monro, - 
Perndndez-Munoz, Celma y V^zquez I97l), asi como el anta^ ronismo obse£ 
vado in vivo entre ambos antibidticos (Barber y Katerworth, I964),
Efecto de puromicina en fijacidn de eritromicina.
PM no ejerce nin^una accidn sobre fijacidn de ER en ausencia de 
etanol tabla IV - 2,
i
TABLA. IV - 2
EFECTO DE PUROMICINA ER FIJACION DE ERITROMICINA
^ Fijacidn de (^ C^) eritromicina 
Conc. de puromicina Sin etanol 33% etanol
0 100 100
2,5 X I0~^ M 95 90
-3
5 X 10 M 95 90
En ausencia de etanol (método de ultracentrifu^acidn) se empled 
^^C ER a la concentracidn de 10“  ^M, ribosomas a 6 mç/ml. En presen­
cia de etanol, (método de centrifugacidn) se utilizaron (^ C^) ER a - 
2 X 10-^ M y ribosomas a 5 mg/ml . Ambos ensayos se efectuaron en 
condiciones standard.
En presencia de etanol a las concentraciones normales, se obser
van una pequeha inhibicidn que se mantiene constante al aumentar la 
concentracidn de PM que no excede del 20%,. Este resultado concuer- 
da con la falta de efecto de ER en la reaccidn de fragmentes con PM 
(Monro, Vdzquez, 1967).
Efecto de una sorie de inhibidores de blosintesis de nroteinas
en la fijacidn de eritromicina a ribosomas do E. Coli.
Se han ensayado algunos de los mds representatives inhibidores
de sîntesis de proteinas sobre fijacidn de ER, por el mdtodo de ul-
tracentrifugacidn, los resultados se expresan en la tabla
TABLA. 3
Antibidtico anadido Conc. (m ) % Inhibicidn de fijacidn de (^^C1 ER
Macrdlidos:
Espiramicina III lO*""^ 80
Neoespiramicina III 10"^ 85
Forocidina III 10*"^ 35
Carbomicina I0~^ 80
Oleandomicina lO""^ 33
Angolamicina I0~^ 12
Lanoamicina 10*"^ 2
Metimicina lo*-"^ 18
Chalcomicina 10""^ 7
Antibidtico anadido Conc. (M) % Inhibicidn de fijacidn de (^^C) ER
Estreptogramina A lO”"^ 100
Estreptogramina B I0~^ 87
Viridogriseina lO""^ 100
Araicetina lo”"^ 2
Gougerotina I0~^ 5
Esparsomicina lo""^ 0
5 X lo"^ 0
Puromicina lo"^ 5
Puromicina 5 X 10 ^ 5
Siomicina lo""^ 0
Tioestrepton 10“*^ 0
Celesticetina I0~^ 25
Botromicina io“^ II
Berninamicina 45 /Jg/ml II
Xqs datos de esta tabla proceden de ensayos de fijacidn por ul- 
tracentrifuc-aci dn de (^ C^) ER a la concentracidn de I0~^ M. Mue stras 
de 0.2 ml conteniendo ribosomas a una concentracidn de 5 & 10 mg/ml 
y el antibidtico competidor se pusieron sobre tubes en los que se d^ 
seed ER y el antibidtico competidor. Despues de incubados 30 min. a 
05C se centrifugaron 3 h a I50.COO g y se tomd un tercio del liquide 
para medir su radioactividad. Se emplearon contrôles sin ribosomas — 
para conocer la cantidad fijada por diferencia.
Se observa que dentro del grupo de los macrdlidos la interaccidn
con ER es muy variada, pudidndose decir que aquellos de menor activi-
dad in vivo como lancamicina y metiraicitina tienen un menor efecto —
en la fijacidn de ER como se aprecia tambidn en B. Subtilis (Oleinick
.y Corcoran I969). El que espiramicina inhiba fijacidn de ER explica
el que con ribosomas de mutantes de E. Coli B resistentes a ER, la —
reaccidn de PM sea mucho menos sensible tanto a ER como a espiramic^
/ V
• na ( Cerné y Rychlik, I968).
Es de destacar que los antibidticos del grupo de estreptogramina 
A y B inhiban totalmente fijacidn de ER. Esto es una indicacidn de - 
proximidad de sus interacciones con 50S.
Los antibidticos nucleosidicos, esparsomicina, gougerotina, ami^  
cetina y puromicina, no ejercen efecto sobre fijacidn de ER.
Siomicina y tioestrepton que interfieren en la fijacidn del faç_ 
tor G de translocacidn al ribosoma (Hodolell, Monro y Vézquez 1971)) 
no afectan tampoco fijacidn de ER, por lo cual, si como se ha postu- 
lado ER inhibiera algun paso de translocacidn (igarashi, Ishitsuka y 
Kaji 1969) (Cundliffe y Me Quillen 1967) no estaria relacionado con 
el sitio responsable de la fijacidn de siomicina y tioestrepton al - 
ribosoma.
Fijacidn de esoiramicina I a ribosomas de E. Coll.
Con objeto de hacer cotaparativos los resultados de fijacidn de 
espiramicina con las de su inhibicidn en formacidn de enlace pepti­
dico, para el cual erapleamos la reaccidn de fragmentes de N-acetil— 
aminoacil tRITA con PM en presencia de etanol, hemos hecho los siguien 
tes ensayos en las mismas condiciones,
Previamente hicimos experiencias de saturacidn de una concentra 
cidn constante de antibidtico con concentracidnes crecientes de ribo^  
somas que puede verse en la figura IV - 9 • Como se puede observar -
hay una fijacidn que aumenta casi proporcionalmente con la concentra 
cidn de ribosomas mientras que a mas altas concentraciones de estos, 
crece muy poco. No se descarta la posibilidad de que haya una propo^ 
cidn de hasta un 20% de radioactividad no fijable.
En cuanto a la representacidn de Scatchard nos muestra que la - 
esteoquimetria de la fijacidn es de una moldcula por ribosoma. Esta 
parece presentar, en los ensayos roalizados una convexidad para bajas 
saturaciones de espiramicina similar a la de ER, Esta similitud puede 
ser importante en cuanto al conocimiento de su mécanisme de accidn, 
en particular en el sentido de los posibles cambios conforraacionales 
que pudieran producir por su fijacidn en el ribosoma, como se discu- 
tid para ER. Fig. IV - 10.
Es de destacar la alta afinidad de espiramicina por los riboso-
*“7mas de B. Coli, con q q= 10 M, que concuerda con la estabilidad 
a la dilucidn de su complejo con ribosomas de E. Coli observada por 
Vézquez (1967, b).
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Fig. IV-9 Saturacidn de ( C) espiramicina I con ribosomas de 
E. Coli» Ensayo realizado en presencia de 33 (v/v) de etanol en con
dicione8 standard de sedimentacidn, se pusieron 15 ^  de (^^C) espi­
ramicina I y se anadieron las cantidades de ribosomas que se indican.
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Pig rV-IO Representacidn de Scatchard de fijacidn de ( C^) espi_ 
ramicina I a ribosomas de E, Coli. Experimento realizado en condicio­
nes standard en presencia de 33 ^ de etanol. En este experimento y en 
el anterior el volumen de reaccidn fue de 1.5 ml de los que se toma- 
ron I.O ml, al que se anadieron 5 ml de liquide do centelleo. La in­
cubacidn fud de 60 min. a Q5C, la concentracidn de ribosomas de 0.7 
mg/ml y las de ( C) espiramicina variaron entre 1.7 x I0~ M y - 
1.4 X 10-7 M.
Conolusiones
Se ha estudiado la fijacidn a ribosomas 70S de antibidticos in­
hibidores de blosintesis de proteinas, Para ello ademds del use de - 
los mdtodos de ultracentrifugacidn y didlisis se ha modificado, ha- 
cidndolo adecuado para el estudio de esta fijacidn, un mdtodo de ul- 
trafiltracidn a presidn empleando membranas Diaflo. Con el fin de - 
estudiar la fijacidn de antibidticos a ribosomas en las condiciones 
de reaccidn de fragmente, sistema simplificado para estudio de form^ 
cidn de enlace peptfdico que se hace en presencia de etanol, se ha - 
desarrollado un sistema de fijacidn en estas condiciones. El etanol 
no produce en los antibidticos estudiados alteracidn en el numéro - 
de sitios de fijacidn, en algunos produce aumento en la afinidad, lo 
cual permite por otra parte el estudio comparativo de antibidticos — 
con escasa afinidad por el ribosoma.
Se aplica un;.mdtodo indirecte de determinacidn de constantes de 
afinidad para fijacidn do antibidticos cuya interaccidn con el ribo­
soma no es posible medir directamente, que utilisa la competicidn - 
con otros de fijacidn detectable.
Asi se ha doterminado que existe para cloranfenicol una fijacidn 
de afinidad homogdnea con un sitio por ribosoma 70S de S. Coli, res­
ponsable de la inhibicidn de formacidn de enlace peptidico en riboso_
mas e independiente de otra fijacidn de menor afinidad sin signifie^
cidn en aquella reaccidn. Las subunidades 5OS presentan asi mismo un
sitio de fijacidn de afinidad semejante a la de 70S: 0^0 = 0,8 Î.
■+0,2 X 10 M y 1,0+ 0,2 x 10 M respectivamente,.
La presencia de etanol no modifica el numéro de sitios de fija-
oidn aunque hay una disminucidn en la afinidad en la fijacidn de CM
a ribosomas de E. Coli, B. Subtilis y A. Montana.
Lincomicina tambidn se fija con afinidad uniforme a un sitio del
ribosoma 70S de E. Coli, B. Subtilis y A. Montana con afinidades que
se correlacionan con su efecto inhibidor in vivo en estos organismes.
El etanol tampoco varia el numéro de sitios de fijacidn para U<I a ri^
bosomas de distintos microorganismos aunque a diferencia que para CM
produce una considerable estimulacidn en la fijacidn del antibidtico.
Se estudia el efecto de distintos antibidticos analogos estructurales
de lincomicina, clindamicina, celesticetina, epiclindamicina, U-24729A
en sîntesis de proteinas in vitro, formacidn de enlace peptidico y su
afinidad por ribosomas de B. Coli, sugiridndose una explicacidn a su
distinto poder antibidtico in vivo,.
Se detecta una fijacidn reversible de puromicina a ribosomas de
E. Coli, en ausencia y en presencia de etanol, en estas ultimas con-
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diciones con una K^O^C = 2,85 x 10 M. Esta fijacidn tiene signifie^ 
cidn funcional como lo muestra el que el valor do la constante de di
sociacidn sea del mismo orden que la deterrainada a partir de medidas 
cindticas de la reaccidn de fragmente, O^c = 5>5 % 10  ^H asi co­
mo el efecto de inliibidores de formacidn de enlace peptidico sobre - 
la misma. Bel grupo de los macrdlidos se estudia la fijacidn a riboso^  
mas de E. Coli de eritromicina A y espiramicina I. Para eritromicina 
A encontramos una fijacidn reversible de una moldcula por ribosoma.
En presencia de etanol se mantiene esta esteoquimetria, pero la afi­
nidad aumenta considerablemente forraando un complejo que una vez for 
mado muestra muy lenta descomposicidn por efecto de lincomicina. La 
representacidn de Scatchard de la isoterma de fijacidn de eritromic^ 
na determinada por varios mdtodos muestra forma parabdlica a bajas — 
saturaciones. Se discute la posibilidad de su explicacidn por cambios 
conformacionales producidos por eritromicina en el ribosoma al fija^ 
se al mismo. En cuanto a espiramicina I, muestra tambidn para ribos_o 
mas de E. Coli una fijacidn de alta afinidad de una moldcula por ri­
bosoma. Se han hecho pruebas de interaccidn en la fijacidn’de estes 
antibidticos entre sî y con otros, représentantes de los principales 
grupos de inhibidores de sîntesis de proteinas que actuan en los ri­
bosomas. Be estos resultados son de destacar:
- Cloranfenicol y lincomicina se excluyen en su fijacidn, lo que in­
di ca que sus sitios de fijacidn se solapan.
- El mismo resultado se obtiene para eritromicina y lincomicina, lo
que explica el antagonisme observado in vivo entre estos antibidticos
- Eritromicina inhibe totalmente fijacidn de cloramfenicol, mientras 
que cloramfenicol lo hace sdlo parcialmente con eritromicina. Se di£ 
cute la posibilidad de un solapamiento de cloramfenicol con algunos 
de los distintos puntos de fijacidn de la moldcula de eritromicina - 
al ribosoma.
— Estreptograminas A y B inhiben totalmente fijacidn de eritromicina 
lo cual contribuye a situar su sitio de interaccidn.
Se ensaya la relacidn de su fijacidn con la de puromicina, lo — 
que sirve para localizar los antibidticos respecto al mismo sitio - 
aceptor de pdptidos del centre enziinatico peptidiltransferasa. Puromi_ 
cina y cloramfenicol compiten en su fijacidn, el primero reduce par­
cialmente la fijacidn de dste y cloramfenicol la de aouel, esto indi^  
ca que CM y PM puedeh fijarse simultaneamente pero con afinidades - 
mutuamente disminuidas,
Lincomicina présenta resultados andlogos a los de cloramfenicol 
Puromicina por otra parte sdlo inhibe escasamente fijacidn de eritro_ 
micina, sin embargo dste estimula significativamente la fijacidn de 
puromicina, lo que podria explicarse por un cambio conformacional del 
ribosoma producido por la fijacidn de eritromicina.
Se inicia el estudio cindtico de reaccidn de fragmente de acetil 
aminoacil-tHlTA con puromicina y lo aplicamos para determiner funcio-
nalraente las interacciones de inhibidores de enlace peptfdico con - 
los extremes réactives de les sustratos de peptidiltransferasa del - 
ribesema.
Les resultados ebtenides muestran que la cinética de esta rea- 
cion ebedece a las hipdtesis del estado estacionarie de Haldane- 
Briggs en las condicienes aqui empleadas. Cen gran probabilidad se — 
trata de una reaccidn que pasa per un complete ternarie de puremici— 
na, CACCA-Leu-Ac y ribesema. ( tipo deshidregenasas ), excluyéndose 
que se transferme un sustrate unido al ribesema antes de que el etre 
pueda interaccienar cen el enzima ( tipo transaminasas ). Ne se exclu 
ye que el cempleje ternarie sea cinéticamente no significative per - 
su certa existencia ( mécanisme de Theorell - Chance ).
Parece desprenderse que dentro del mécanisme postulado ne liay — 
un erden dade en el que puromicina y CACCA-Leu-Ac interaccionen cen 
el enzima, y que se alcanza el equilibria entre los très mucho mets - 
r^pidamonte que la resolucidn del compleje en productes. Per otra — 
parte CACCA-Leu-Ac una vez fi jade al ribosoma, parece ser ne influye 
en la afinidad de puromicina per el misme.
La inhibicidn per cloranfenicol de esta reaccidn es mixta de ti_ 
po competitiva parcial y no competitiva total con respecte a puromi— 
cinaen acuerde con las expertencias de fijacidn de ambes antibiotices 
Asf confirmâmes de un modo funcional que cloranfenicol interacciona
I 4
con el sitio aceptor de peptidiltransferasa y que su fijacidn hace - 
que no sea reactive el compleje de este enzima cen sus sustratos.
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